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Asthma bronchiale ist eine der häufigsten chronischen Krankheiten weltweit. In vielen 
Studien konnte die große Heterogenität der Erkrankung dargestellt werden. Unter 
anderem konnte zuletzt phänotypisch zwischen eosinophilem und nicht-eosinophilem 
Asthma differenziert werden, wobei nicht-eosinophile Asthmatiker schlechter auf eine 
Therapie mit inhalativen Glukokortikoiden ansprechen. Eine wichtige Rolle in der 
Lenkung der Immunantwort wird T-Zellen zugeschrieben und es wird angenommen, 
dass sie für die Ausprägung der verschiedenen Phänotypen verantwortlich sind. Da die 
Expression bestimmter Zytokine von unterschiedlichen T-Zellsubpopulationen mit der 
Steuerung der Immunantwort in Zusammenhang gebracht wird, ist der Ansatz dieser 
Studie, die Zytokinexpression aller T-Zellen auf systemischer Ebene zu untersuchen, 
um mögliche Zusammenhänge mit eosinophilen und nicht-eosinophilen Phänotypen 
aufzuzeigen. Eine weitere Erkrankung aus dem atopischen Formenkreis ist die 
allergische Rhinitis, auch die Zytokinexpression von Patienten mit dieser Erkrankung 
sollte auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede gegenüber den beiden Phänotypen hin 
untersucht werden. Bei schwerem Asthma und einigen Asthmasubtypen ist das 
mangelhafte Ansprechen der Symptomatik auf eine Therapie mit Glukokortikoiden 
problematisch. Es sollte daher in einem weiteren Schritt die Zytokinexpression bei den 
eosinophilen und nicht-eosinophilen Asthmatikern vor und nach einer Therapie mit 
inhalativen Glukokortikoiden verglichen werden. 
Methoden 
Bei den vier Kohorten, den eosinophilen Asthmatikern (n=9), den nicht-eosinophilen 
Asthmatikern (n=11), den allergischen Rhinitikern (n=10) und der gesunden Kontroll-
kohorte (n=10) erfolgte die Durchführung einer erweiterten, asthmaspezifischen Basis-
diagnostik bzw. phänotypischen Charakterisierung, sowie die Isolation von peripheren 
CD3+ T-Zellen. Nach Stimulation dieser Zellen analysierten wir die Zytokinexpression 
der Zytokine IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und IL-17A auf Protein- und RNA-Ebene mittels 
Cytometric Bead Array bzw. quantitativer Polymerase Chain Reaction (qPCR).  
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IL-4 wurde nur auf Proteinebene untersucht. Desweiteren wurde bei den Asthma-
Kohorten nach einer 8-wöchigen Therapie mit einem inhalativen Glukokortikoid erneut 
die Zytokinexpression im Verlauf gemessen. 
Ergebnisse 
Bei Interleukin 17A und Interleukin 10 konnte eine signifikant erhöhte Expression der 
Zytokine bei Asthmatikern gegenüber Gesunden und allergischen Rhinitikern nachge-
wiesen werden. Die Interleukine 5 und 13 zeigten sich  bei Asthmatikern zwar ebenfalls 
erhöht, es konnte allerdings keine Signifikanz erreicht werden. Signifikante Unter-
schiede zwischen eosinophilen und nicht-eosinophilen Asthmatikern fanden sich we-
der auf Protein- noch auf RNA-Ebene. Bei allergischen Rhinitikern konnte gegenüber 
der gesunden Kontrollkohorte keine erhöhte Zytokinexpression gezeigt werden. Die 
Untersuchungen des Prä-Post-Vergleichs bei Ciclesonidtherapie zeigten im zeitlichen 
Verlauf bei IL-6 einen signifikanten Expressionsanstieg auf Proteinebene. 
Schlussfolgerung 
Unsere Ergebnisse konnten keine signifikanten Unterschiede in der Zytokinexpression 
zwischen eosinophilen und nicht-eosinophilen Asthmatikern demonstrieren. Gründe 
hierfür liegen zum einen in der geringen Fallzahl unserer Studienteilnehmer bei großer 
Heterogenität der Erkrankung und der untersuchten T-Zellsubpopulationen. Eine Diffe-
renzierung nach anderen Kriterien könnte weiterführend sein. Möglicherweise bietet 
die Analyse der durch Zytokine induzierten Gene eine Diskriminationsmöglichkeit zwi-
schen unterschiedlichen Endotypen. 
Wir konnten zeigen, dass die inhalative Therapie mit Ciclesonid über 8 Wochen syste-
misch zu einem Expressionsanstieg des proinflammatorischen Zytokins IL-6 in CD3+ T-
Zellen führt. Die Ursachen dieses Ergebnisses bleiben spekulativ, möglicherweise ist 
bei verminderter lokaler Immunabwehr eine subklinische virale Affektion der behan-
delten Schleimhäute ursächlich, desweiteren könnte durch eine Verminderung von 
TH2-Zellen vermehrt IL-6-produzierende Zellen das Zytokin exprimieren. Weitere Studi-






Asthma bronchiale is one of the most common chronic diseases. For a long time, it has 
been considered a mainly allergy-related, TH2-mediated disease with bronchial 
eosinophilic inflammation. However, recently various studies were able to discover a 
subgroup of asthmatics with signs of non-eosinophilic inflammation, which responded 
poorly to therapeutical glucocorticoids. T-cells, which execute their function via ex-
pressed cytokines, are commonly seen as crucial in the initiation, perpetuation and 
regulation of the inflammatory process. It was assumed that the expression of certain 
cytokines leads to the manifestation of the different phenotypes. The hypothesis of 
this study was that based on the profile of the cytokine expression of T-cells it could be 
possible to distinguish between eosinophilic and non-eosinophilic phenotypes and 
draw further conclusions regarding the pathogenesis of the observed differences. As 
the role of T-cells other than CD4+ in asthma bronchiale becomes apparent, this study 
focused on CD3+ T-cells. Since allergic rhinitis is considered a TH2-mediated disease as 
well, the exploration of similarities in the cytokine expression of CD3+ T-cells between 
allergic rhinitics and eosinophilic asthmatics was another goal. To address the problem 
of glucocorticoid resistance in asthmatics, the third objective of this study was to ex-
amine differences in the cytokine expression of the two phenotypes after an 8-week 
therapy with inhaled corticosteroids.  
Methods 
This study included 9 eosinophilic and 11 non-eosinophilic asthmatics, 10 patients with 
allergic rhinitis and 10 healthy control subjects. Apart from asthma-specific routine 
diagnostics, further phenotyping and an isolation of CD3+ T-cells from peripheral blood 
was conducted. After CD3+ T-cells were stimulated for 24 hours, the cytokine expres-
sion of IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und IL-17A was evaluated on protein level via Cytometric 
Bead Array (CBA) and on RNA level via quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR), 
IL-4 was only measured on protein level.  
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The asthmatic patients subsequently received an inhalative corticosteroid for 8 weeks 
after which the cytokine expression was measured again. 
Results 
In the case of interleukin 17A and interleukin 10, this study found a significant increase 
in the cytokine expression of asthmatics compared to healthy individuals and allergic 
rhinitics, whereas the increase for interleukins 5 and 13 did not reach statistical signifi-
cance. Between eosinophilic and non-eosinophilic asthmatics no significant differences 
were discovered on protein or RNA level. The analysis of the pre-post comparison un-
der Ciclesonide therapy showed a significant increase in expression over time with IL-6, 
however on the RNA level this increase was not reaching a statistically significant level. 
Conclusion 
The results could not demonstrate significant differences in the cytokine expression of 
CD3+ T-cells between eosinophilic and non-eosinophilic phenotypes. Possible reasons 
are the low number of participants, great phenotypic heterogeneity in the asthmatic 
cohorts and only a minor share of peripheral CD3+ T-cells being sensitized to asthma-
related inflammation. The application of other criteria could probably be more con-
structive. Possibly the analysis of cytokine-induced genes is a promising approach to 
find a classification that allows for individualized treatment meeting the therapeutical 
needs of patients. 
Our study indicated that therapy over 8 weeks with inhalative Ciclesonide leads to an 
increased expression of the proinflammatory IL-6 in CD3+ T-cells. The reasons for these 
findings remain speculative. A possible explanation is the susceptibility of the bronchial 
mucosa to viral infections due to reduced local immune defense. Furthermore, a de-
crease in TH2 cells could allow previously suppressed IL-6 producing cells to express the 
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CD   Cluster of differentiation 
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COPD   Chronic obstructive pulmonary disease 
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GINA   Global Initiative for Asthma 
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IgE   Immunglobulin E 
IL   Interleukin 
kPa   Kilopascal 
mRNA   messenger ribonucleic acid 
NaCl   Natriumchlorid 
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NKT   Natural killer T-cells 
OD   optische Dichte 
PBMC   peripheral blood mononuclear cell 
PBS   phosphate-buffered saline 
PE   Phycoerythin 
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RT-PCR  reverse transcription polymerase chain reaction 
RNA   ribonucleic acid 
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SD   standard deviation 
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TBE   Tris-Borat-EDTA 
TGF-β   transforming growth factor β 
TH-Zellen  T-Helfer-Zellen 
TReg-Zellen  Regulatorische T-Helfer-Zellen 
TI   Tiffeneau-Index 
TNF-α   Tumornekrosefaktor α 
V   Visite 
VC   Vitalkapazität 
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Asthma bronchiale ist eine der häufigsten chronischen Krankheiten weltweit. Für die 
Betroffenen bedeutet sie eine Einschränkung der Lebensqualität, sozioökonomisch 
bringt sie beträchtliche direkte und indirekte Kosten mit sich. Dass sich trotz der hohen 
Prävalenz und Belastung seit den späten 60er-Jahren keine nennenswerten Fortschrit-
te in der Behandlung von Asthma bronchiale abzeichnen, liegt vor allem an der Hete-
rogenität der Erkrankung. In vielen Studien konnten die verschiedenen Ausprägungen 
der Erkrankung dargestellt werden, unter anderem konnte zuletzt aufgrund der an der 
bronchialen Inflammation beteiligten Effektorzellen zwischen eosinophilem und nicht-
eosinophilem Asthma differenziert werden.7, 123 
Trotz zahlreicher bereits erfolgter Forschungsarbeiten ist es noch nicht gelungen, die 
komplexe Steuerung des Immunsystems und die zugrunde liegenden Patho-
mechanismen bei unterschiedlichen Asthmaphänotypen vollständig aufzuklären, ins-
besondere beim nicht-eosinophilen Phänotyp bleiben zahlreiche offene Fragen.38 Eine 
wichtige Rolle in der Lenkung der Immunantwort wird T-Zellen zugeschrieben und es 
wird angenommen, dass sie für die Ausprägung der verschiedenen Phänotypen ver-
antwortlich sind.121  
Bisherige Studien haben ihren Fokus zumeist auf die Untersuchung von Material ge-
legt, das direkt bronchoskopisch aus den Luftwegen gewonnen wurde. So war es mög-
lich, histopathologisch und direkt am Ort der Entzündung Informationen zu gewinnen. 
Es konnte so nachgewiesen werden, dass bei Allergikern T-Zellen in der Lunge ein an-
deres Zytokinprofil aufweisen als gesunde Probanden.19 Aber auch nach Isolation aus 
peripherem Blut konnte gezeigt werden, dass T-Zellen von atopisch veranlagten Pati-
enten eine pathologisch alterierte Immunreaktion aufweisen.52 Dieses Ergebnis stützt 
die bereits häufig geäußerte Vermutung, dass die bestehende Deviation des gesamten 
Immunsystems für die verschiedenen Ausprägungen von Asthma bronchiale ursächlich 
ist. Da die Expression bestimmter Zytokine mit der Steuerung der Immunantwort in 
Zusammenhang gebracht wird, ist der Ansatz dieser Studie, die Zytokinexpression von 
T-Zellen auf systemischer Ebene zu untersuchen, um Zusammenhänge mit 
eosinophilen und nicht-eosinophilen Phänotypen aufzuzeigen.123  
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Im folgenden Kapitel werden die Erscheinungsformen von Asthma bronchiale und der 
Stand der Forschung bezüglich bisheriger Versuche der Klassifizierung von Phänotypen, 
sowie bewährte und neue Therapieoptionen diskutiert. Die sich daraus ergebende Fra-
gestellung dieser Arbeit wird in Abschnitt 2.4 dargelegt.  
 
2 Stand der Forschung 
2.1 Definition, Epidemiologie, Klinik und Therapie des Asthma 
bronchiale 
Allein in Deutschland leiden laut WHO etwa 4 Millionen Menschen an Asthma bronchi-
ale. Weltweit gehen konservative Schätzungen von etwa 300 Millionen Betroffenen 
aus, andere Erhebungen von mehr als 600 Millionen.1, 86, 117 Zwar ist die Mortalität mit 
global 250.000 Toten/Jahr angesichts der hohen Prävalenz vergleichsweise gering, bei 
Betroffenen führt die Krankheit jedoch zu einer deutlichen Abnahme der Lebensquali-
tät – mit 15 Millionen verlorenen „disability adjusted life years“ (DALYs) ist Asthma 
bronchiale für 1% der weltweiten Krankheitslast verantwortlich und steht damit an 25. 
Stelle der Ursachen für verlorene Lebensjahre.1, 86  
Auch aus sozioökonomischer Sicht verursacht Asthma bronchiale direkt – durch Kran-
kenhausaufenthalte, Medikation etc. – und indirekt – unter anderem durch Arbeitsaus-
fälle und Frühberentung – beträchtliche Kosten; in Deutschland etwa 2 Mrd. Euro/Jahr, 
in den USA 12,7 Mrd. Dollar/Jahr.21 Ein überdurchschnittlich hoher Anteil der Kosten 
entsteht durch unzureichend behandelte Patienten sowie Non-Responder (etwa 10% 
der Asthmatiker), also Patienten, die nicht oder schlecht auf die Behandlung mit Glu-
kokortikoiden ansprechen.20, 122 Die zum Teil zwischen den Studien stark variierenden 
Zahlen bezüglich der Prävalenz sind unter anderem Ausdruck des Problems, Asthma 
bronchiale exakt zu definieren und zu diagnostizieren. Asthma wird mittlerweile ein-
hellig eher als Syndrom unterschiedlicher Pathomechanismen gesehen denn als uni-
forme Erkrankung.7   
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Die internationale Konsensusdefinition ist daher deskriptiver Natur und beschreibt 
Asthma als chronisch entzündliche Funktionsstörung der Atemwege, die mit bronchia-
ler Hyperreagibilität (BHR) vergesellschaftet ist und zu wiederkehrenden Episoden mit 
pfeifender Atmung, Atemnot, Thoraxenge und Husten, besonders nachts und am frü-
hen Morgen, führt. Diese sind mit einer Verengung der Atemwege assoziiert, die spon-
tan oder unter Therapie reversibel ist.1 Manche Autoren fügen dieser Definition das 
Vorhandensein einer atopischen Veranlagung als stärkstem prädisponierenden Faktor 
hinzu.74 Bei einem Teil der Patienten treten strukturelle Veränderungen von Lungen-
gewebe in Form von Verdickungen der alveolären Basalmembranen auf.1 
Seit der Einführung von inhalativen Kortikosteroiden (ICS, synonym wird exakter der 
Begriff „inhalative Glukokortikoide“ verwendet) 1974 und β2-Adrenorezeptoragonisten 
1969 sind keine wesentlichen Veränderungen in der Therapie von Asthma zu verzeich-
nen.7 Die beiden Therapeutika sind seither Grundlage der Controller-Therapie, welche 
eine Reduktion der Symptome und Anzahl von Exazerbationen auf ein Minimum zum 
Ziel hat. Mit leitlinienorientiertem Vorgehen kann häufig eine gute Kontrolle bei wenig 
eingeschränkter Lebensqualität erreicht werden.15 Auch wenn ICS als wirksamste Con-
troller-Medikamente in der Asthmatherapie unverzichtbar sind, stehen sie im Ver-
dacht, den Entzündungsprozess langfristig gesehen aufrecht zu erhalten und die zu-
grundeliegende Aberration des Immunsystems mittels Verstärkung der 
TH2-Immunantwort zu konsolidieren.
6, 7 Bei schwerem, therapierefraktärem Asthma 
kommen auch systemische Glukokortikoide und IgE-Antikörper zum Einsatz, allerdings 
kann insbesondere die Anwendung systemischer Glukokortikoide (GCs) zu schweren 
Nebenwirkungen führen. Antikörper gegen Interleukin 5 (IL-5) konnten bei einer Sub-
population von Asthmatikern mit persistierender Sputumeosinophilie vielversprechen-
de Ansätze zeigen.11 Die Erkenntnis, dass Asthma bronchiale beim einzelnen Patienten 
durch jeweils unterschiedliche, komplexe („individuelle“) Pathomechanismen bedingt 
ist, legt die Anwendung von personalisierten Therapieregimen nahe.89 
In einer Vielzahl von Studien konnten in den letzten Jahren Erkenntnisse über zugrun-
deliegende Pathomechanismen der Erkrankung gewonnen werden. Aus diesen Er-
kenntnissen wurden Klassifikationen abgeleitet, deren Entwicklung im Folgenden dar-
gestellt wird.  
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2.2 Ätiologie und Pathophysiologie 
2.2.1 Klassisches pathophysiologisches Modell 
Bereits früh wurden Versuche unternommen, Asthma zu klassifizieren und Ursachen 
zu benennen. 1947 führte Rackemann die Unterscheidung zwischen extrinsischem, im 
Wesentlichen allergisch bedingtem Asthma, und intrinsischem Asthma ein.104 Noch in 
den neunziger Jahren des letzten Jahrhunderts war diese Unterscheidung gebräuch-
lich. Als einheitlicher, beiden Subtypen zugrunde liegender Pathomechanismus wurde 
die „Verletzung“ der Atemwegsschleimhaut durch eingewanderte eosinophile 
Granulozyten vermutet. Die eosinophile Entzündung erklärte auch die bronchiale Hy-
perreagibilität, die Steuerung erfolgte nach vorherrschender Meinung durch T-Zellen.35  
In der gleichen Zeit entstand auch die Hypothese, dass ein Überwiegen von 
T-Helferzellen vom Typ 2 (TH2-Zellen) über T-Helferzellen vom Typ 1 (TH1-Zellen) ur-
sächlich sei für die Entstehung verschiedener entzündlicher (allergischer) Erkrankun-
gen. Nach der Hygienehypothese seien die verminderte Exposition von Kindern aus 
Industrienationen gegenüber verschiedenen Krankheitserregern und die fehlende Aus-
einandersetzung des Immunsystems mit selbigen bei genetischer Prädisposition für die 
Verschiebung dieses Gleichgewichts verantwortlich. Ende der neunziger Jahre konnte 
außerdem von einigen Autoren gezeigt werden, dass Signalkaskaden der TH2-Immun-
antwort eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Asthma im 
Mausmodell einnehmen.124, 131 In der Zusammenschau sah man Asthma bronchiale als 
im Wesentlichen allergische Krankheit mit fehlgeleiteter TH2-Immunantwort, bei der 
neben Mast- und B-Zellen – unabhängig von der Ätiologie – hauptsächlich eosinophile 
Granulozyten als Effektorzellen bei der Schleimhautschädigung eine Rolle spielen.120 
Mit der Entwicklung von Therapien, die spezifisch die TH2-Immunreaktion angreifen 
und blockieren, schien die Heilung von Asthma bronchiale zunächst nur eine Frage der 
Zeit zu sein.9 
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2.2.2 Differenziertere Betrachtungsweisen – von Phänotypen zu Endo-
typen 
Enttäuschenderweise zeigte die zunächst im Mausmodell noch vielversprechende In-
hibierung der TH2-Signalkasaden von IL-4, IL-5 und IL-13 bei klinischen Studien kaum 
Wirkung.42, 72 Nur bei einer Subpopulation von Patienten mit schwerem, eosinophilem 
Asthma konnte der monoklonale IL-5-Antikörper Mepolizumab die Anzahl der Exazer-
bationen senken, hatte jedoch keinen Einfluss auf die Symptomatik im Intervall und die 
Hyperreagibilität der Atemwege.11 Auch der IgE-Antikörper Omalizumab konnte ledig-
lich bei einer Subpopulation von „allergischen“ Asthmatikern die Anzahl der 
Exazerbationen und die therapeutisch erforderliche Glukokortikoiddosis senken.123 
T-Zell-Immunsuppressiva, die durch Inhibierung der TH2-Zellen einen starken Effekt 
haben sollten und bei anderen TH2-induzierten Krankheiten gute Erfolge erzielten, 
konnten die Symptomatik kaum beeinflussen.26 Des Weiteren wurde etwa zeitgleich 
eine Gruppe von schweren Asthmatikern entdeckt, die histopathologisch keine Zeichen 
einer eosinophilen Entzündung zeigten und deren Symptomatik nur sehr unzureichend 
mit ICS kontrolliert werden konnte.123  
Die zentrale Rolle der TH2-Zellen blieb insbesondere bei allergischem Asthma unbe-
stritten, die Realität schien jedoch komplexer zu sein als es das bisherige Modell erklä-
ren konnte. Es wurde deshalb eine pathophysiologische Klassifizierung von Asthma 
bronchiale gefordert, die zum einen diese Phänomene erklärt und darüber hinaus im 
Hinblick auf die Therapie Entscheidungen ermöglicht.2  
A) Klassifizierung nach beobachtbaren Variablen: klassische Phänotypisierung 
Die ersten Einteilungen von Asthma bronchiale beruhten auf klinischen oder 
histopathologischen Variablen. Klinische Variablen sind beispielsweise Adipositas, Vor-
handensein von Allergien oder auch die Schwere des Asthmas. Als histopathologische 
Variablen können die Infiltration der Atemwege mit den unterschiedlichen Entzün-
dungszellen oder die Dicke der Basalmembran als Unterscheidungskriterien herange-
zogen werden. Eine Einteilung anhand solcher Variablen nennt man Phänotypisierung, 
also die Einteilung nach beobachtbaren Gesichtspunkten.  
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Bei einem solchen Vorgehen sind bei Asthma bronchiale bislang nur mehr oder minder 
grobe, unspezifische Phänotypen entstanden, die zum Teil mehrere Krankheitsbilder 
und -verläufe zusammenfassen. 
Beispiele für solche Phänotypisierungsversuche sind die bereits erwähnte Einteilung 
von Rackemann, der zusammenfasste, dass intrinsisches Asthma ohne klaren Auslöser 
hauptsächlich bei älteren, adipösen Frauen auftritt, während das extrinsische Asthma 
vor allem bei Kindern vorkommt und durch extrinsische Faktoren aus der Umwelt evo-
ziert wird.104 Auch das Vorhandensein einer atopischen Veranlagung und deren Mani-
festation wurden als Klassifikationskriterium genannt.  
Eine weitere Einteilung erfolgte nach dem Schweregrad des Asthmas gemäß den GINA-
Guidelines1, schwere Asthmatiker stellen häufig eine große therapeutische Herausfor-
derung dar.  
Des Weiteren kann histopathologisch eine Einteilung nach den an der Inflammation 
beteiligten Effektorzellen erfolgen. Wie oben erwähnt konnte Ende der 90er Jahre 
erstmals das Vorhandensein nicht-eosinophiler Asthmasubtypen nachgewiesen wer-
den. Jatakonon et al. und Wenzel et al. beschrieben 1999, dass die Atemwege einiger 
schwerer Asthmatiker weniger Eosinophile aufwiesen und dafür vermehrt mit 
neutrophilen Granulozyten infiltriert waren.64, 123 2002 untersuchten Green et al. das 
induzierte Sputum von erwachsenen Asthmatikern und konnten zeigen, dass auch mil-
deres Asthma in Subtypen mit divergenten inflammatorischen Zellfraktionen eingeteilt 
werden kann.48  
An der Vielzahl der Klassifikationen zeigt sich die Schwierigkeit, einheitliche, stringente 
Einteilungen zu finden. Als „wahren Phänotyp“, der diesen Einteilungsproblemen be-
gegnen soll, bezeichnet Wenzel eine Klassifikation, in der konsistente klinische Charak-
teristika, Pathophysiologie und molekulare Signalkaskaden einer generell wirksamen 





B) Klassifizierung nach molekularen Signalwegen: Endotypisierung 
Mit dem Fortschritt von molekularbiologischen Methoden und insbesondere der 
Microarrayanalyse konnten eine Vielzahl von Genen auf Expression untersucht werden 
und so auf molekularer Ebene Pathomechanismen aufgedeckt werden. Subpopulatio-
nen mit dem gleichen molekularen Signalweg nennt man auch Endotypen.  
Woodruff et al.126 konnten mittels Endotypisierung in Bürstenzytologien der Atemwe-
ge von Patienten mit Asthma einen TH2-high-Typ und einen TH2-low-Typ identifizieren, 
wobei sich der TH2-low-Typ durch ein signifikant schlechteres Ansprechen auf ICS aus-
zeichnet. In neueren Studien konnte gezeigt werden, dass nach einer Vorselektion Pa-
tienten mit TH2-high-Asthma von einer gegen TH2-Zytokine gerichteten Therapie profi-
tieren.34 Somit könnte diese Klassifikation in Zukunft einen wichtigen Beitrag zur Wahl 
der adäquaten Therapie leisten. 
Von der Beschreibung „wahrer“ Phänotypen ist man aber noch ein gutes Stück ent-
fernt. Die endotypische Einteilung ist bislang noch von dem Vorhandensein bzw. der 
Gewinnung bronchialer Gewebeproben abhängig und in der Praxis ist diese Einteilung 
daher nur für ein ausgewähltes Patientenkollektiv umsetzbar. Trotz der gemachten 
Fortschritte steht die vollständige wissenschaftliche Aufklärung der molekularen Sig-
nalwege und der Entstehung der Phänotypen noch aus. Die Phänotypisierung aufgrund 
einfach zu erhebender Variablen wird daher auch in Zukunft eine wichtige Rolle ein-
nehmen. Da ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit die Charakterisierung von Phä-
notypen und die molekularbiologische Beschreibung der zugrundeliegenden 
Pathomechanismen ist, soll im Folgenden der aktuelle Stand der Forschung in Bezug 
auf die Phänotypisierung des Asthma bronchiale ausführlicher dargelegt werden. 
 
2.2.3 Clusteranalysen  
Die klassischen Phänotypisierungen beruhten zum großen Teil auf der klinischen Be-
wertung beobachtbarer Variablen, wie beispielsweise die Unterscheidung zwischen 
extrinsischen und intrinsischen Asthmatikern. Diese unspezifische Phänotypisierung 




In der Severe Asthma Research Program (SARP)-Studie wurde deshalb 2010 der Ansatz 
gewählt, Asthmatiker nach statistischen Gesichtspunkten zu phänotypisieren.90 
32 Kernvariablen von 726 Patienten mit schwerem Asthma wurden erfasst und gemäß 
der Ausprägung nach statistischer Analyse gleichartige Cluster gebildet.  
Den gleichen Ansatz verfolgten 
Haldar et al.51 bereits 2008 in 
einer kleineren Studie. Es konn-
ten so fünf Cluster identifiziert 
werden (Siehe Abbildung 1). Zwei 
der Cluster zeigten eine konkor-
dante Beziehung zwischen der 
Entzündungsaktivität – gemessen 
an der Proportion von inflamma-
torischen Zellen im Sputum – und 
Symptomen. 
Zwei weitere Cluster zeigten starke Symptome aber geringe Zeichen einer bronchialen 
Inflammation, ein Cluster hohe Granulozytenzahlen im Sputum bei nur geringer Symp-
tomatik, dafür im Verlauf mit erhöhter Anzahl an Exazerbationen. Die diskordanten 
Cluster zeigten eine Neigung zu therapierefraktären Symptomen. Green et al. konnten 
in diesem Zusammenhang in einer prospektiven, longitudinalen Studie zeigen, dass die 
Dosis des verabreichten ICS anhand der Zellcounts im Sputum titriert und dabei eine 
signifikante Besserung des Outcomes in Hinblick auf die Zahl von Exazerbationen und 
Hospitalisationen erreicht werden konnte.47  
Unter Berücksichtigung der Ergebnisse aus den Endotypisierungsstudien konnten wei-
tere Differenzierungen vorgenommen werden (siehe Abbildung 2).121 Eine wichtige 
Variable war der Zeitpunkt des Beginns der Beschwerden. Bei Kindern ist Asthma im 
Großteil der Fälle mit Allergien verknüpft und zumeist TH2-assoziiert. Bei Erwachsenen 
spielen Adipositas, ASS-Intoleranz bei nasalen Polypen und eosinophiler Entzündung 
eine Rolle.  








Clusteranalysen sind ein Werkzeug um histopathologische Befunde, klinische Beobach-
tungen und stabile Signalwege bei Subtypen einander zuzuordnen und so „wahre“ 
Phänotypen zu finden. Eine endgültige Klassifizierung ist aber nach wie vor noch nicht 
erreicht; bisherige Typisierungen sind in mancherlei Hinsicht, insbesondere im Hinblick 

















































































































Wie oben beschrieben ist die Analyse der beteiligten Effektorzellen an der bronchialen 
Inflammation ein wichtiger Bestandteil von den meisten aktuell gängigen Phäno-
typisierungen. Die praktische Umsetzung der Phänotypisierung mittels Beurteilung des 
induzierten Sputums sowie die genauere Einteilung und Beschreibung der so diagnos-




2.2.4 Mikroskopische Beurteilung des induzierten Sputums – 
eosinophiles und nicht-eosinophiles Asthma 
Um Informationen über die beteiligten Entzündungszellen bei unterschiedlichen Phä-
notypen zu sammeln, ist die histopathologische Beurteilung von Proben aus den 
Atemwegen unabdingbar. Die Induktion von Sputum mittels Inhalation hypertoner 
Kochsalzlösung ist eine nicht-invasive Methode, um Zellmaterial aus den unteren 
Atemwegen zu gewinnen.  
Sie ist nicht regelhaft Teil der Diagnostik bei Asthma bronchiale, da die meisten prakti-
zierenden Ärzte keinen einfachen Zugang zur entsprechenden Aufarbeitung und Analy-
se des Materials haben. Die Sputuminduktion erfordert zwar die Mitarbeit des Patien-
ten, produziert aber bei guter Compliance und etwas Übung recht zuverlässige Daten 
mit ähnlichen Ergebnissen wie die bronchoalveoläre Lavage (BAL).50  
Granulozyten als Effektorzellen bei Asthma bronchiale sind keine ortsständigen Zellen. 
Deshalb ist die Zellzählung im bronchial-intraluminalen Material im Vergleich zu histo-
logischen Untersuchungen von bronchialen Biopsien die geeignetere Methode, um 
eine Aussage über die Infiltration der Schleimhaut der unteren Atemwege bei Asthma-
tikern zu treffen.98 Pin et al. zeigten 1992, dass die Zellzählung grundsätzlich reprodu-
zierbar ist und nicht von der Hyperosmolarität des Inhalats beeinflusst wird.99 Asthma 
ist jedoch ein variables Krankheitsbild und die Zusammensetzung der Zellinfiltration 
kann bei manchen Asthmatikern im Laufe der Zeit variieren und verändert sich durch 
die Therapie mit ICS.49, 99 Fleming et al. konnten zwar zeigen, dass die Anteile der Im-
munzellen im induzierten Sputum bei Kindern mit Asthma nur bei 37% der Probanden 
stabil sind, bei Erwachsenen scheinen die Zellfraktionen jedoch im zeitlichen Verlauf 
weitgehend konstant zu sein.41, 100 Erste Anzeichen für die Existenz unterschiedlicher 
Subtypen gab es bereits, als Fahy et al. bei Asthmatikern während einer Exazerbation 
einen neutrophilen Entzündungstyp nachweisen konnten.39 Wenzel et al. unterschie-
den dann zwischen eosinophilen und weiteren nicht-eosinophilen Subtyp. Beim nicht-
eosinophilen Subtyp konnte neben dem Fehlen von eosinophilen Granulozyten auch 
eine normale Basalmembrandicke im bronchialen Biopsat festgestellt werden.123  
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In der Folge wurde von einigen Autoren nach unkontrollierten Studien ein Zusammen-
hang von Steroidresistenz und nicht-eosinophilem Asthma vermutet. Dieser Verdacht 
erhärtete sich in einer doppelblinden, placebokontrollierten Studie von Berry et al.16 In 
einer anderen Arbeit, die sich mit den längerfristigen Effekten von ICS beschäftigte, 
konnte die Steroiddosis bei nicht-eosinophilen Asthmatikern wesentlich gesenkt wer-
den, ohne dass eine Verschlechterung der Symptomatik eintrat.47  
Nachdem in verschiedenen Studien im Sputum nicht-eosinophiler Asthmatiker Marker 
einer neutrophilen Entzündung gefunden werden konnten, wurden neue Hypothesen 
bezüglich Ätiologie und Pathogenese dieser Entzündungsart formuliert.44 Als Auslöser 
wurden unter anderem Ozon, Zigarettenrauch, virale und bakterielle Infektionen, Um-
weltverschmutzung und berufsbezogene Irritanzien diskutiert.97 Man vermutete, dass 
diese eine Aktivierung des angeborenen Immunsystems und eine Immunantwort durch 
TH1-Zellen verursachen.
110 In der Tat zeigte sich der Tumornekrosefaktor α (TNF-α) 
Antagonist Etanercept wirksam, die Symptomatik bei therapierefraktären Asthmati-
kern zu verringern.17 In einer randomisierten, doppelblinden Studie verbesserte die 
Therapie mit dem Makrolidantibiotikum Clarithromycin die Symptomatik bei nicht-
eosinophilen Asthmatikern (NEA) und verringerte die Marker einer neutrophilen Ent-
zündungsreaktion, interessanterweise besonders bei Patienten mit steroidrefraktärem 
Asthma.111 Warum Makrolide diesen Effekt haben, ist nach wie vor nicht bekannt. 
Möglicherweise spielt eine Inhibierung der Interleukin 8-Produktion in glatten Muskel-
zellen eine Rolle.118  
Simpson et al. schlugen die Differenzierung der Phänotypen anhand der Zellfraktionen 
im induzierten Sputum in 4 Subtypen vor: einen eosinophilen (>3% eosinophile 
Granulozyten), einen neutrophilen (>61% neutrophile Granulozyten), einen gemischt-
granulozytären mit erhöhten neutrophilen und eosinophilen Granulozytenanteilen, 
und einen sogenannten paucigranulozytären Subtyp, bei dem trotz asthmatypischer 
Klinik und Diagnostik keine erhöhten Granulozytenfraktionen im Sputum zu finden 




Darüber hinaus konnte in sich anschließenden Studien gezeigt werden, dass sich die 
vier Gruppen hinsichtlich der bronchialen Hyperreagibilität und der Konzentration von 
Stickstoffmonoxid (eNO, ein Marker für eosinophile Entzündungsaktivität) in der Aus-
atemluft unterscheiden.101 Patienten mit gemischt-granulozytärem Asthma wiesen in 
einer Studie von Hastie et al. die schlechteste Kontrolle und Lungenfunktion sowie die 
höchsten Gesundheitskosten aller Kohorten auf.56  
Zusammenfassend ist Asthma ein sehr heterogenes Krankheitsbild, für welches es 
noch keine optimale Klassifikation zur Phänotypisierung gibt. Zudem spielen bei man-
chen Patienten verschiedene pathogenetische Mechanismen gleichzeitig eine Rolle 
und machen zielgerichtete Therapien ineffektiv. Im Folgenden sollen nun zugrundelie-
gende immunologische Mechanismen, die für die Pathogenese der Erkrankung und für 
die phänotypischen Ausprägungen von Bedeutung sind, erläutert werden. 
 
2.3 Immunologische Grundlagen 
2.3.1 Überblick – Wechselwirkungen zwischen Mediatoren des Krank-
heitsgeschehens 
Im Hinblick auf die molekularen Signalwege und Ansprechen auf ICS scheint die 
endotypische Unterscheidung zwischen TH2-assoziiertem Asthma und nicht-TH2-assozi-
iertem Asthma nach aktuellem Stand der Forschung das wichtigste Kriterium darzustel-
len. Eine Steuerungsfunktion bei TH2-assoziiertem Asthma übernehmen TH2-Lympho-
zyten und ihre Zytokine; zuvorderst sind hier IL-4, 5 und 13 zu nennen. Die hierdurch 
angestoßenen, immunologischen Prozesse werden im Folgenden als TH2-Immunität 
bezeichnet. Des Weiteren hat sich in neueren Studien gezeigt, dass bei bestimmten 
Asthmasubtypen auch andere TH-Zellen eine zentrale Rolle spielen könnten, die wich-
tigsten Zusammenhänge und Erkenntnisse sollen im Folgenden beschrieben werden. 
A) TH2-assoziiertes Asthma und die Interleukine 4, 5 und 13 
Asthma wurde klassischerweise als TH2-assoziierte Krankheit angesehen und diese 
Sichtweise hat nach wie vor ihre Berechtigung. Ein Großteil der Asthmafälle – insbe-
sondere Asthma, das im Kindesalter beginnt – ist auf TH2-Immunität zurückzuführen. 
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TH2-Immunität bedingt Atopie, Allergien und eosinophile Entzündung.
90 Weiterhin sind 
das schwere, therapierefraktäre, durch ASS-Intoleranz gekennzeichnete, eosinophile 
Asthma sowie das anstrengungsinduzierte Asthma der TH2-Immunität zuzurechnen 
(siehe Abbildung 2). Eine Sonderrolle spielt das anstrengungsinduzierte Asthma, es 
korreliert zwar nicht zwingend mit atopischer Veranlagung, molekulargenetisch konnte 
jedoch eine TH2-mediierte Entzündung nachgewiesen werden.
121  
Auslöser von TH2-induzierten Entzündungen der Atemwege sind in den meisten Fällen 
Allergene. Nach allergeninduzierter Aktivierung von TH2-Zellen steuern diese mittels 
IL-4-Freisetzung die IgE-Produktion der B-Zellen und die Aktivierung von weiteren 
T-Lymphozyten. Zwei weitere TH2-spezifische Zytokine spielen eine wichtige Rolle: Mit-
tels IL-5 werden eosinophile Granulozyten rekrutiert und durch IL-13 werden chroni-
sche Umbauprozesse im bronchialen Gewebe induziert, beispielsweise eine Hyperpla-
sie der glatten Muskulatur und subepitheliale Fibrosierung.40  
Nach neueren Arbeiten ist daneben auch IL-6 wichtig für die Entwicklung von 
TH2-induzierten Entzündungen, da das Zytokin für die Differenzierung TH2-Zellen eine 
wichtige Rolle zu spielen scheint.105 
Nach der Arbeit von Choy et al. hat IL-4, im Gegensatz zu IL-5 und IL-13, vermutlich 
keine Verbindung zur chronischen, TH2-mediierten Entzündung der Bronchien und 
spielt eher bei der Allergensensibilisierung eine Rolle; passend dazu konnte eine Re-
duktion der Symptomatik im Mausmodell nur erreicht werden, wenn eine ausschließ-
lich gegen IL-4 gerichtete Therapie während der Sensibilisierungsphase begonnen 
wurde.30, 36 IgE-Antikörper, deren Produktion über IL-4 angeregt wird, können an Mast-
zellen binden, bei Aktivierung durch Allergene bewirken sie über die Ausschüttung von 
Histamin eine Bronchokonstriktion. 
B) Nicht-TH2-assoziiertes Asthma 
Bei etwa 50% der erwachsenen Asthmatiker dürfte nicht-TH2-bedingte Immunität für 
den Krankheitsprozess verantwortlich sein, es ist aber wenig über die zu Grunde lie-
genden Pathomechanismen bekannt.16  
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Häufig haben die Patienten trotz Beschwerden, die den diagnostischen Kriterien für 
Asthma entsprechen, eine weniger ausgeprägte bronchiale Hyperreagibilität. Des Wei-
teren wird oft eine nur gering ausgeprägte Bronchialobstruktion beobachtet. Aber 
auch sehr schweres Asthma, das kaum mit Glukokortikoiden zu kontrollieren ist, 
kommt vor. Patienten mit Krankheitsbeginn im Erwachsenenalter und ohne Allergien 
sind am häufigsten dem nicht-TH2-assoziiertem Subtyp zuzuordnen.
85 Adipositas-
assoziiertes Asthma, rauchinduziertes Asthma, sehr spät einsetzendes, neutrophiles 
Asthma und paucigranulozytäres, durch eine Erkrankung glatter Muskelzellen verur-
sachtes Asthma gehören zu den bisher beschriebenen Subtypen (siehe Abbildung 2).  
Bezüglich der Pathogenese nicht-TH2-assoziierten Asthmas besteht in vielerlei Hinsicht 
Unklarheit. Unter anderem könnten Irritanzien wie Ozon oder Zigarettenrauch eine 
Rolle spielen. Sie verursachen die Entstehung von Epitheldefekten, IL-8-sezernierende 
Monozyten infiltrieren in der Folge das Epithel und könnten so die chronische, 
neutrophile Inflammation initiieren.121 Auch IL-17A-produzierende Zellen stehen im 
Verdacht in der Entstehung und Modulation der neutrophilen Entzündung eine Rolle 
zu spielen, dieser Pathomechanismus könnte eine Ursache für Steroidresistenz darstel-
len.78, 92 Des Weiteren könnten Prozesse der TH1-Immunität über Interferon γ Mastzell-
degranulation verursachen und chemokinvermittelt zur Neutrophilenrekrutierung bei-
tragen.121 Zahlreiche weitere Mechanismen werden diskutiert, eine Auswahl wird im 
Verlauf dieser Arbeit noch weiter ausgeführt. 
 
2.3.2 T-Zellen und ihre Botenstoffe bei Asthma bronchiale 
Allen T-Zellen gemein ist die Expression des „cluster of differentiation“ 3 (CD3), eines 
Co-Rezeptors des T-Zell-Rezeptors. TH-Lymphozyten, die für die pathogenetischen Pro-
zesse von Asthma bronchiale verantwortlich sind, üben ihre Funktion hauptsächlich 
vor Ort, also im pulmonalen Kompartiment aus. Dendritische Antigen-präsentierende 
Zellen unterhalb des bronchialen Epithels prozessieren Antigene und präsentieren die-
se in drainierenden Lymphknoten den T-Zellen. Bei entsprechender Aktivierung erfolgt 
das Chemokin-vermittelte Homing dieser Zellen in die Lunge und dort die Orchestrie-
rung der Immunantwort.3, 61  
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Als nicht-ortsständige Zellen sind sie aber auch in der Peripherie zu finden und wäh-
rend einer Exazerbation in erhöhter Anzahl in peripherem Blut nachweisbar.81 Im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden daher periphere, CD3-positive (CD3+) T-Zellen 
untersucht.  
Die Funktion von CD4+ TH2-Lymphozyten wurde bereits oben beschrieben (Siehe 
2.3.1), im Folgenden sollen weitere TH-Zellen und assoziierte Zytokine vorgestellt wer-
den, denen eine Rolle in der Pathogenese von Asthma bronchiale zugeschrieben wird.  
A) TH17-Zellen und IL-17A 
Harrington et al. konnten 2005 im murinen Experiment eine bis dato unbekannte Art 
IL-17-produzierender T-Zellen nachweisen.53 Diese sogenannten TH17-Zellen sind in 
ihrer Differenzierung nach bisherigen Erkenntnissen hauptsächlich von transforming 
growth factor β (TGF-β) und IL-6 abhängig und scheinen bei chronischen Entzündungs-
prozessen eine wichtige Rolle zu spielen.18 TH17-Zellen konnten im Mausmodell nach 
Allergieinduktion vermehrt nachgewiesen werden. Dabei verursachten sie BHR und 
eine neutrophile Entzündung bei inhalativer Allergenexposition.57, 125 IL-17A-Depletion 
vor erneuter Allergenexposition führte jedoch zu einer Verschlechterung der Lungen-
funktion, so dass auch von einer regulatorischen Funktion des Zytokins auszugehen 
ist.109 Bei Studien mit humanen Sputumproben konnte eine positive Korrelation zwi-
schen Infiltration der Atemwege mit Neutrophilen, IL-17A-Sekretion auf mRNA-Ebene 
und Expression der mRNA des chemotaktischen Zytokins der neutrophilen 
Granulozyten IL-8 gezeigt werden; es bestand außerdem eine positive Korrelation zwi-
schen der Schwere der Symptomatik und der Menge der nachgewiesenen 
IL-17A-mRNA.23  
Auch Vγ4+ γδ T-Zellen produzieren IL-17A, in Mausmodellen waren sie gegenüber 
TH17-Zellen im Lungenkompartiment sogar vorherrschend und könnten auch beim 





Auf Grundlage dieser Ergebnisse wird angenommen, dass TH17-Zellen und 
IL-17-Zytokinen bei der Ausprägung von nicht-eosinophilem und insbesondere bei 
schwerem, neutrophilem Asthma, zumindest bei einem Teil der Patienten, eine wichti-
ge Rolle zukommt. 
B) Regulatorische T-Zellen (TReg-Zellen) und IL-10 
Die inhibitorischen T-Zellen bremsen durch verschiedene Mechanismen überschießen-
de Immunantworten. Regulatorische T-Zellen entfalten ihre Funktion über die Sekreti-
on der Zytokine TGF-β und IL-10 sowie anderer inhibitorischer Moleküle wie CTLA4.67 
TReg-Zellen können auch in anderen CD4
+ Zellen IL-10-Sekretion induzieren.81 Im 
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass ein Transfer von TReg-Zellen auf defiziente 
Mäuse die BHR und Entzündung der Atemwege reduziert; es wurde gefolgert, dass die 
Funktion der regulatorischen T-Zellen bedeutsamer für die Inhibition von Entzündungs-
reaktionen ist als die direkte Wirkung von IL-10.25, 96, 115 Eine verminderte oder defekti-
ve IL-10-Sekretion wurde bei schweren Asthmatikern auch als pathogenetischer Faktor 
und als Grund für Glukokortikoidresistenz diskutiert (siehe 2.3.3).76, 128 Es bleibt frag-
lich, ob ein IL-10-Mangel auch bei mildem Asthma eine Rolle spielt und ggf. einen Me-
chanismus bei nicht-eosinophilem Asthma darstellt. 
Beachtenswert erscheint im Zusammenhang mit regulatorischen Mechanismen die 
Funktion von alternativ aktivierten Makrophagen in der Lunge. Sie besitzen ebenfalls 
regulatorische Funktionen, unter anderem über die Expression von IL-10, aber auch 
proinflammatorische Funktionen durch die Expression von IL-4, IL-13 und anderen 
Zytokinen. Welche Rolle alternativ aktivierte Makrophagen in unterschiedlichen Situa-
tionen übernehmen und inwiefern sie an der Pathogenese von Asthma bronchiale be-
teiligt sind bleibt aber noch zu klären. 24, 46 
C) Sonstige T-Zellen 
CD4+ TH1-Zellen produzieren Interferon γ (IFN γ) und haben aufgrund ihrer inhibieren-
den Wirkung auf TH2-Zellen möglicherweise einen protektiven Effekt. Bei 
Exazerbationen sind sie jedoch im Blut und im Sputum in erhöhter Zahl zu finden und 
könnten hier eine pathogenetische Funktion haben.83  
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IL-6 als klassisches proinflammatorisches Zytokin wird zwar hauptsächlich von 
Stromazellen und Epithelzellen, jedoch auch von CD4+ Effektor-T-Zellen bei Stimulation 
durch verschiedene Reize (Viren, körperliche Anstrengung und Umweltnoxen) gebildet. 
In neueren Arbeiten wird auch seine Beteiligung an allergischen und autoimmunen 
Prozessen diskutiert und ist an der Differenzierung von TH2-Zellen und TH17-Zellen be-
teiligt.37, 105 Virchow et al. beschrieben eine erhöhte Konzentration von IL-6 in der BAL 
von Patienten mit „intrinsischem“ Asthma, die Bedeutung von IL-6 in der Pathogenese 
von nicht-allergischem Asthma wurde diskutiert.105, 119 
CD8+ T-Zellen sind zytotoxische T-Zellen. Ihre Zahl in der BAL korreliert mit dem Schwe-
regrad von Asthma und in der Gegenwart von CD4+ TH2-Zellen tragen sie durch die 
Produktion der Interleukine 4, 5 und 13 zu eosinophiler Entzündung bei.28 
Auch Natural Killer T-Cells (NKT) verursachen BHR und produzieren IL-13.94 Sie stehen 
ebenfalls im Verdacht neutrophile Entzündung als Reaktion auf verschmutzte Atemluft 
oder Zigarettenrauch zu verursachen.69 
Es stehen noch zahlreiche weitere Immunzellen im Verdacht an der Pathogenese von 
Asthma bronchiale beteiligt zu sein, im Rahmen dieser Arbeit wurden nur die wichtigs-
ten angeführt. 
 
2.3.3 Effekt von Glukokortikoiden auf die Immunantwort und Resistenz 
gegen Glukokortikoide 
Abschließend soll auf Glukokortikoidresistenz bei Asthmatikern eingegangen werden. 
Bei schwerem, therapierefraktärem Asthma liegt in der unzureichenden Wirksamkeit 
von GCs ein wesentlicher Grund für die problematische Therapiesituation dieser Pati-
enten. Bei leichtem, intermittierendem Asthma könnten bei bekannter Ineffektivität 
von ICS bei bestimmten Asthma-Subtypen unnötige Therapien vermieden werden.  
A) Subsensitivität und Resistenz gegenüber Glukokortikoiden - Definitionen 
Die klinische Wirksamkeit von Glukokortikoiden kann bei einzelnen Patienten graduell 
unterschiedlich sein, weshalb exakte Kriterien der Glukokortikoidresistenz schwierig zu 
bestimmen und von der Symptomatik des Patienten abhängig sind.62  
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Klinisch wird Glukokortikoidresistenz in Studien unterschiedlich definiert, im Allgemei-
nen wird darunter eine mangelnde Besserung der Symptomatik unter systemischer 
und topischer Glukokortikoidtherapie verstanden. Eine absolute Glukokortikoidresis-
tenz ist aber sehr selten und stellt ein Extrem auf dem Spektrum der 
Glukokortikoidsubsensitivität dar.12 Barnes et al. haben beispielsweise in ihrer Studie 
von 1995 Glukokortikoidresistenz bei Asthmatikern diagnostiziert, wenn eine bronchia-
le Obstruktion durch β2-Sympathomimetika reversibel gewesen ist, aber trotz hochdo-
sierter, systemischer Glukokortikoidtherapie über 14 Tage fortbestanden hat.14 Bei 
Patienten, die dauerhaft orale GCs als Controller-Therapie benötigen, spricht man auch 
von glukokortikoidabhängigem Asthma bronchiale.12 
B) Wirkung von Glukokortikoiden 
Glukokortikoide sind effektive Therapeutika bei verschiedenen chronischen Erkran-
kungen. Bei Asthma sind sie als Controller in inhalativer Form die Therapie der ersten 
Wahl. Sie entfalten ihre antiinflammatorische Wirkung durch eine Vielzahl an Mecha-
nismen und sind wegen der Breite ihres Wirkspektrums so effektiv.12  
GCs sind zum einen auf transkriptioneller Ebene wirksam. Sie aktivieren Gene, die Pro-
teine mit antiinflammatorischer Wirkung kodieren; Beispiele sind Annexin-1 und Inter-
leukin 10 oder auch den Inhibitor von NF-κB (IκB-α).10 Als bedeutsamer wird allerdings 
die suppressive Wirkung von GCs auf proinflammatorische Proteinbildung durch Bin-
dung an Transkriptionsfaktoren (NF-κB, AP-1) und die Herunterregulierung der NF-κB 
Bildung angesehen.13, 63 Die inhibitorische Wirkung von GCs wird unter anderem durch 
die Rekrutierung von Histondeacetylasen (HDACs) vermittelt. Eine Hypoacetylierung 
der DNA führt zu verringerter Transkription und damit Deaktivierung der entsprechen-
den DNA-Abschnitte.12 
Glukokortikoide können aber auch die Stabilität der Boten-Ribonukleinsäuren (mRNA) 
einiger Proteine beeinflussen und so posttranskriptional antiinflammatorisch wirksam 
sein.8 Etwa 100 Gene werden von GCs in ihrer Expression verändert. Dazu gehören 





C) Ursachen von Glukokortikoidsubsensitivität und -resistenz 
In der Literatur werden unterschiedliche Mechanismen der Glukokortikoidresistenz 
diskutiert. Die Inzidenz von Glukokortikoidresistenz ist in einigen Asthma-
Subpopulationen (siehe Kapitel 2.2.4) höher als in anderen. Berry et al. und McGrath et 
al. konnten zeigen, dass ICS bei nicht-eosinophilen Asthmatikern einen schlechteren 
therapeutischen Effekt haben als bei eosinophilen Asthmatikern.16, 87 Eine Erklärung für 
diese Beobachtung könnte sein, dass GCs auf zellulärer Ebene in eosinophilen 
Granulozyten apoptosefördernd wirken und andererseits die Lebenszeit von 
Neutrophilen verlängern.62 In neutrophilen Granulozyten konnte darüber hinaus ver-
mehrt der Subtyp GR-β des Glukokortikoidrezeptors nachgewiesen werden. Dieser 
weist eine deutlich schlechtere Bindung an GCs auf und wirkt als 
Glukokortikoidinhibitor.12, 62 Bei Persistenz der maßgeblichen Effektorzellen und bei 
auf molekularer Ebene geringerer Effektivität des ligierten Glukokortikoidrezptors in 
neutrophilen Granulozyten sprechen neutrophile Entzündungen schlechter auf die 
Therapie mit GCs an. Auch das Zytokin IL-17A verursacht in erhöhten Konzentrationen 
in bronchialen Epithelzellen eine neutrophile Inflammation.132 Darüber hinaus vermit-
telt IL-17A vermutlich über die Reduktion der Histondeacetylaseaktivität Glukokorti-
koidresistenz.132 
Patienten mit schwerem Asthma bronchiale werden manchmal auch als eigene Krank-
heitsentität gesehen. Wie oben bereits erwähnt ist bei ihnen Glukokortikoidsub-
sensitivität besonders häufig. Zum einen sind bei einem großen Teil bereits pulmonal 
strukturelle Veränderungen – wie eine Verdickung der Basalmembran – eingetreten 
und die Obstruktion somit gewissermaßen „fixiert“.62 Zum anderen führen auf moleku-
larer Ebene stark erhöhte Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen, ins-
besondere der Zytokine IL-2, IL-4 und IL-13, zu Modifikationen des Glukokortikoid-
rezeptors. Diese können seine Translokation aus dem Zytoplasma in den Nukleus be-
hindern oder seine Bindungsaffinität beeinträchtigen.12, 62 Es wurde vermutet, dass 
diese Zytokine auch den oben erwähnten Glukokortikoidrezeptorsubtyp GR-β induzie-
ren, der aufgrund seiner gegenüber GR-α verlängerten Halbwertszeit im Nukleus ak-
kumuliert und zu Glukokortikoidsubsensitivität führt.  
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In mononukleären Zellen des peripheren Bluts (PBMCs) therapierefraktärer Asthmati-
ker wurde GR-β von Leung et al. in erhöhter Konzentration nachgewiesen, andere Ar-
beiten konnten dieses Ergebnis aber bislang nicht bestätigen.62, 75 Schweres Asthma 
mit verminderter Glukokortikoidsensitivität kann mitunter aus diesen Gründen auch 
bei Asthmatikern mit eosinophilem Phänotyp auftreten.  
Xystrakis et al. konnten zeigen, dass periphere Immunzellen von glukokortikoid-
resistenten Asthmatikern gegenüber Immunzellen von glukokortikoidsensitiven Asth-
matikern in vitro mit einer signifikant erniedrigten Sekretion von IL-10 auf die Stimula-
tion mit Dexamethason reagieren.128 Lim et al. zeigten, dass bei einigen schweren 
Asthmatikern ein Gen-Polymorphismus vorliegt, der mit einer verminderten 
IL-10-Synthese in PBMCs einhergeht.76 Defektive IL-10-Sekretion könnte folglich einen 
weiteren Mechanismus der Glukokortikoidresistenz darstellen.128  
Ito et al. haben 2006 zuerst nachgewiesen, dass in Alveolarmakrophagen von 
COPDlern die Aktivität der HDAC 2 herabgesetzt ist.63 Kurze Zeit später konnten Hew et 
al. entsprechende Veränderungen auch in PBMCs von Patienten mit therapierefraktä-
rem Asthma nachweisen.59 Es wurde gezeigt, dass oxidativer Stress unter anderem 
mittels Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase-δ zur Phosphorylierung und so zur 
Inaktivierung der HDAC 2 führt.12 
Die verschiedenen Mechanismen treten möglicherweise auch in Kombination auf und 
können so zu einer Verstärkung der Glukokortikoidsubsensitivität bis hin zur Resistenz 
führen. Das Verständnis dieser Mechanismen ist essenziell um jedem Patienten eine 
adäquate, wirksame Therapie zukommen zu lassen. Im Rahmen dieser Arbeit ist der 
Bezug zum nicht-eosinophilen Phänotyp gegeben, bei dem eine 
Glukokortikoidsubsensitivität gezeigt wurde.16 Die Expression regulatorischer und 
proinflammatorischer Zytokine spielt bei der Vermittlung von Glukokortikoidsub-
sensitivität eine wichtige Rolle und soll im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch aus 




2.4 Zielsetzung der Arbeit 
Aufgrund der Komplexität und Heterogenität des Syndroms Asthma bronchiale sind 
hinsichtlich der pathogenetischen Hintergründe noch zahlreiche Fragen offen. Daraus 
resultierend sind Ansatzpunkte für effektive Therapien der Erkrankung begrenzt und 
nur unvollständig erforscht. Bisherige Erkenntnisse legen nahe, dass T-Zellen zumin-
dest bei einem Großteil der Patienten eine zentrale Stellung in der Steuerung der Im-
munantwort bei atopisch-entzündlichen Prozessen, wie dem Asthma bronchiale, ein-
nehmen. Ihr gemeinsames Kennzeichen ist die Exprimierung des Oberflächenmoleküls 
CD3. Die Steuerung erfolgt über verschiedene Mechanismen, einer der wichtigsten ist 
die Sekretion von Zytokinen. Beim Asthma bronchiale unterscheidet eine plausible 
Klassifikation zwischen eosinophilem und nicht-eosinophilem Asthma. Diesen Asthma-
typen liegen unterschiedliche Pathomechanismen zugrunde. Bezüglich deren Grundla-
gen gibt es weiterhin viele zu klärende Fragen, insbesondere hinsichtlich der Rolle der 
CD3+ T-Zellen, die bisher nur selten oder gar nicht untersucht wurden, da bislang meist 
CD4+ T-Zellen im Mittelpunkt des Interesses standen. Hansel et al. konnten so bei-
spielsweise zeigen, dass sich in peripher zirkulierenden, unstimulierten CD4+ T-Zellen 
von Atopikern und Nicht-Atopikern die Zytokinexpression in der Microarray-
Untersuchung signifikant unterschied.52 Ob das Zytokinprofil CD3+ T-Zellen nun zwi-
schen eosinophilem und nicht-eosinophilem Asthma differenzieren kann, bzw. hin-
sichtlich der phänotypischen und klinischen Charakteristika der Subtypen eine Rolle 
spielt, ist weitgehend offen und soll daher im Rahmen dieser Arbeit untersucht wer-
den. 
In einem ersten, einleitenden Schritt soll als Weiterführung des Gedankenansatzes der 
oben genannten Arbeit von Hansel et al.52 die Zytokinexpression von CD3+ T-Zellen bei 
Patienten mit allergischer Rhinitis untersucht werden. Die allergische Rhinitis gilt als 
typische atopische Erkrankung mit einer Verschiebung der Immunantwort hin zu 
TH2-Immunität und Eosinophilie. Auch bei allergischen Rhinitikern wurde während der 
Exposition gegenüber Allergenen BHR und bronchiale eosinophile Entzündung festge-
stellt, daher wurde von manchen Autoren eine Kontinuität zwischen Asthma bronchia-
le und allergischer Rhinitis angenommen.5  
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Das Phänomen, dass Kinder zunächst unter Heuschnupfen leiden und später Asthma 
bronchiale hinzutritt, wurde unter dem Begriff „atopischer Marsch“ bekannt. Braun-
stahl bezeichnete in seinem „United Airways Concept“ daher allergische Rhinitis und 
Asthma als Ausprägungen der gleichen Erkrankung.22 Zu beantworten wäre daher zu-
nächst die Frage, ob die Zytokinexpression von peripheren T-Zellen bei Patienten mit 
allergischer Rhinitis im Vergleich zu Asthmatikern und/oder Gesunden verändert ist 
und sich daraus Hinweise für eine generelle „Lageverschiebung“ des Immunsystems 
bei Erkrankungen des atopischen Formenkreises ableiten lassen. 
In einem zweiten Schritt sollen immunologische Unterschiede zwischen den beiden 
Asthma-Phänotypen, dem eosinophilen und nicht-eosinophilen Asthma, untersucht 
werden. Es wäre zu beantworten, ob nicht-eosinophiles Asthma mit verstärkter Ex-
pression von IL-17A einhergeht und analog eosinophiles Asthma als atopische Erkran-
kung mit der Expression von IL-4, 5 und 13. IL-6 ist für die Differenzierung von TH2-
Zellen und TH17-Zellen wichtig und diese Zellen könnten für die Ausprägung von 
eosinophilen und nicht-eosinophilen Phänotypen entscheidend sein. Es ist zu klären, 
ob IL-6 bei einem der beiden Phänotypen verstärkt exprimiert wird. Des Weiteren soll 
erforscht werden, ob zwischen EA und NEA ein Unterschied in der Expression von IL-10 
auszumachen ist. Hierbei geht es um die Frage, ob möglicherweise ein IL-10-Mangel in 
der Pathogenese eines Phänotyps eine Rolle spielt.  
Drittens soll die Auswirkung einer antiinflammatorischen Therapie evaluiert werden. 
Die effektivste Controller-Therapie bei Asthma bronchiale sind inhalative 
Kortikosteroide. Sie verbessern die Symptomatik bei einem Teil der Patienten, wobei 
auch hier die Wirkmechanismen nur zum Teil bekannt sind und molekulare Mechanis-
men bis heute spekulativ geblieben sind. Es wurde vermutet, dass ICS hauptsächlich 
bei eosinophilem Asthma wirksam sind. Es sollte daher der Einfluss von inhalativem 
Ciclesonid auf die Zytokinexpression peripherer CD3+ T-Zellen bei eosinophilen und 






Zusammenfassend ergeben sich daher die folgenden drei aufeinander aufbauenden 
Forschungsfragen: 
1. Zeigen Patienten mit allergischer Rhinitis gegenüber Gesunden einen Unter-
schied in der Zytokinexpression? 
2. Gibt es einen Unterschied in der Zytokinexpression peripherer CD3+ T-Zellen 
der oben genannten Zytokine bei eosinophilen und nicht-eosinophilen Asthma-
tikern? Gibt es einen Unterschied der Zytokinexpression zwischen Asthmatikern 
im Allgemeinen und Gesunden? 
3. Verändert sich die Zytokinexpression der peripheren CD 3+ T-Zellen von 
eosinophilen und nicht-eosinophilen Asthmatikern nach einer achtwöchigen 




3 Patienten, Material und Methoden 
3.1 Arbeitsprogramm 
Die Probanden wurden nach Diagnose in drei Kohorten eingeteilt: Gesunde Personen, 
Patienten mit allergischer Rhinitis und Patienten mit Asthma bronchiale. Patienten mit 
der Diagnose Asthma kamen zu drei Terminen in die Klinik. Allergische Rhinitiker (AR) 
und gesunde Kontrollpersonen kamen nur zu einem ersten Termin. Bei Asthmatikern 
wurde beim zweiten Termin weitere spezifische Diagnostik und beim dritten Termin 
eine Verlaufskontrolle aller Parameter nach achtwöchiger inhalativer Therapie mit 
Ciclesonid durchgeführt. Eine Übersicht des zeitlichen Ablaufs der zentralen Untersu-
chungen ist in Abbildung 3 dargestellt. 
Beim ersten Termin (Visite -1, Abk. V-1) wurde in erster Linie die entsprechende Diag-
nose bestätigt und Probanden der zutreffenden Kohorte zugewiesen. In diesem Rah-
men wurde eine Anamnese erhoben, des Weiteren eine körperliche Untersuchung, 
eine Lungenfunktion mit bronchialer Methacholinprovokationstestung und ein Prick-
test durchgeführt. Außerdem wurden das induzierte Sputum der Patienten untersucht, 
Blut für die Genexpressionsanalyse und ein Basislabor abgenommen sowie zwei Scores 
zur Evaluation von Lebensqualität und Symptomatik erfasst, der Asthma Quality of Life 
Questionnaire (AQLQ) und der Asthma Control Questionnaire (ACQ-5).  
Der zweite Termin (Visite 0, Abk. V0) fand eine Woche nach dem ersten statt. Erneut 
wurde das induzierte Sputum untersucht und darüber hinaus eine Lungenfunktion vor 
und nach einmaliger Inhalation von 400 µg Salbutamol durchgeführt. Weitere Untersu-
chungen wurden durchgeführt, die jedoch nicht unmittelbar im Zusammenhang mit 
dieser Arbeit stehen und darum nicht näher erläutert werden.  
Im Anschluss erhielten die Patienten mit Asthma bronchiale einen Inhaler zur Applika-
tion von 160 µg Ciclesonid per die bis zur nächsten Visite. Ciclesonid ist ein relativ neu-
artiges Prodrug eines Glukokortikoids, das ein etwas günstigeres Nebenwirkungsprofil 




Der dritte Termin (Visite 1, Abk. V1) erfolgte 8 Wochen nach Visite 0 und nach der in-
halativen Therapie mit Ciclesonid, die Untersuchungen aus Visite -1 mit Ausnahme des 








Die Studie wurde von der Ethikkommission an der Medizinischen Fakultät der Universi-
tät Marburg genehmigt (AZ 83/10); eine schriftliche Einverständniserklärung aller Pati-
enten lag vor.  
3.2.1 Ein- und Ausschlußkriterien für die Aufnahme in die Kohorten 
Patienten wurden nach folgenden Kriterien in eine der beiden Asthmakohorten aufge-
nommen: 
Einschlusskriterien:  
- Alter zwischen 18 und 65 Jahren  
- FEV1 von ≥ 60 % des Sollwertes  
- Reversible Atemwegsobstruktion (Erhöhung der FEV1 um 200 ml und um 12% 
des Ausgangswertes nach 400 µg Salbutamol) oder positiver Methacholintest  
- Eine Asthma-typische Anamnese gemäß den GINA-Guidelines 
Ausschlusskriterien: 
- COPD oder andere relevante bronchopulmonale Erkrankung (außer Asthma) 
- Infektionen des Respirationstraktes während der letzten 30 Tage vor Visite -1 
- Einnahme von systemischen oder Anwendung von inhalativen Steroiden bis 3 
Monate vor Einschluss 
Abbildung 3: Zeitlicher Ablauf der wichtigsten Untersuchungen 
Erste Visite (V-1) 






Zweite Visite (V0) 





Dritte Visite (V1) 








- Einnahme von Beta-Blockern 
- Nicht-stabiler Phänotyp bezüglich Sputum-Eosinophilie zum Zeitpunkt V0 
- Aktive Raucher sowie Ex-Raucher seit weniger als 1 Jahr, anamnestisch 
erhebbarer Nikotinabusus ≥ 1 Packungsjahr 
- Jede signifikante Erkrankung oder Störung, welche nach Meinung des Untersu-
chers den Patienten im Laufe der Studie einem Risiko aussetzt oder die Ergeb-
nisse der Studie beeinflusst 
- Geplante Hospitalisierung im Laufe der Studie 
- Jedes klinisch relevante abnorme Untersuchungsergebnis in der klinischen Un-
tersuchung bei Visite 1 
- Teilnahme an einer anderen klinischen Studie in den letzten 30 Tagen vor Be-
ginn dieser Studie 
Die Patienten wurden als eosinophile Asthmatiker (EA) bei einem Eosinophilen-
anteil ≥3% der Zellen im induzierten Sputum klassifiziert und als nicht-eosinophile 
Asthmatiker (NEA) bei einem Anteil von <3%. Aufnahme in die Kohorte der Rhinitiker 
erfolgte bei anamnestisch vorhandener allergischer Rhinitis sowie bei Erfüllung der 
oben genannten, anwendbaren Ein- und Ausschlusskriterien. 
 
3.2.2 Patientenrekrutierung 
Patienten wurden durch Werbung in regionalen Zeitungen und durch die 
allergologische Sprechstunde der Hochschulambulanz der Universitätsklinik Marburg, 






(soweit nicht im Text angegeben) 
3.3.1 Reagenzien und Medikamente 
Hersteller Reagenz 
Altana AG, Wesel, Deutschland 
Alk-Abelló, Hamburg, Deutschland 
 
 
Biochrom AG, Berlin, Deutschland 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland 
 
GlaxoSmithKline, London, UK 
Merck, Darmstadt, Deutschland 
 
Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch Glad-
bach, Deutschland 
PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Österreich 
Sigma-Aldrich GmbH, München, 
Deutschland 
Ciclesonid Dosieraerosol, 160 µg 
Pangramin® Prick, verschiedene Allergenlö-
sungen (i.E. siehe 3.4.1), Histamindihydro-
chloridlösung 1%, NaCl 0,9% 







Rinsing Solution (PBS + 2 mM EDTA) 
MACS® BSA Stock Solution (PBS + 10% BSA) 
Dulbecco’s PBS 
RPMI 1640 Nährmedium 
Dithiothreitol DL 
Trypanblau; REDTaq® DNA Polymerase 
 
3.3.2 Verbrauchsmaterial und Geräte 
Hersteller Material/Gerät 
Alk-Abelló, Hamburg, Deutschland 
Biozym Scientific GmbH,  
Hessisch Oldendorf, Deutschland 
Hettich Lab Technology,  
Tuttlingen, Deutschland 
ALK Lancet für Pricktest 
PCR Tubes 0,5 ml, RNAse und DNAse frei  
 




Hirschmann Laborgeräte,  
Eberstadt, Deutschland 
Karl Hecht GmbH & co. KG – „Assistent“, 
Sondheim, Deutschland 
Leica Microsystems GmbH,  
Wetzlar, Deutschland 
Miltenyi Biotech,  
Bergisch Gladbach, Deutschland 
Roche Innovatis AG,  
Reutlingen, Deutschland 





Thermo Fisher Scientific,  
Waltham, MA, USA 
Pipettierhilfe pipetus® 
 
Rollenmischer RM 5 
Neubauer Zählkammer 
Mikroskop Laborlux 12 
 
Zellseperator autoMACS® Pro Separator 
 
Zellzähler Casy® Model TT  
 
FalconTM Tubes 15 ml, 50 ml Petrischalen 




Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21 
 
3.3.3 Fertigsysteme („Kits“) 
Hersteller Kit 
BD Biosciences, Franklin, NJ, USA 
 
Life Technologies GmbH,  
Darmstadt, Deutschland 
Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland 
Qiagen, Hilden, Deutschland 
Interleukin 1β, 4, 5, 6, 10, 13, 17A Flex Set 
Human Soluble Protein Master Buffer Kit 
DNase I, Amplification Grade 
 
Pan T Cell Isolation Kit II human 
RNeasy Mini Kit 
Omniscript RT Kit 





Die Primersynthese erfolgte bei der Firma TIB MOLBIOL GmbH (Berlin, Deutschland). 





IL-5 5’-AGCCAATGAGACTCTGAGGA-3‘ (forward) 
5’-CAGTACCCCCTTGCACAGTT-3‘ (reverse) 
116 bp  
IL-6 5’-GGTACATCCTCGACGGCATCT-3’ (forward) 
5’-GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3’ (reverse) 





IL-10 5’-ATCAAGGCGCATGTGAACTC-3’ (forward) 
5’-GCATTCTTCACCTGCTCCAC-3‘ (reverse) 
122 bp  
IL-13 5’-ATTGCTCTCACTTGCCTTGG-3’ (forward) 
5’-CTGGTTCTGGGTGATGTTG-3’ (reverse) 




IL-17A 5’-CAATCCCACGAAATCCAGGATG-3’ (forward) 
5’-GGTGGAGATTCCAAGGTGAGG-3’ (reverse) 




RPL32 5‘-GCTGCTGATGTGCAACAAAT-3‘ (forward) 
5‘-GGTGACTCTGATGGCCAGTT-3‘ (reverse) 
109 bp  
 
3.3.5 Software 
Die statistische Analyse wurde mithilfe der Programme Graphpad 5.0 (Graphpad Soft-
ware, San Diego, CA, USA) sowie IBM SPSS Statistics 22 (IBM, Armonk, NY, USA) durch-
geführt, Text- und Datenverarbeitung mit den üblichen Microsoft Office Programmen. 
Primer wurden mit der Software Oligoanalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies, 
Coralville, IA, USA) analysiert. Speicherung und Auswertung der quantitativen PCR er-
folgte mit dem Programm Rotor Gene 6 (Qiagen, Hilden, Deutschland). Der Cytometric 
Bead Array wurde mit den Programmen FCAP Array v.1.0.1, (Soft Flow Inc., Roseville, 








Name Internetadresse Verwendungszweck 













Hauttests gehören zur Standarddiagnostik in der Abklärung von Typ-I-Allergien. Nach 
dem Aufbringen von standardisierten Lösungen mit den jeweils zu testenden Allerge-
nen auf die Unterarmhaut des Patienten, erfolgte das Durchstechen der Epidermis 
durch den Tropfen mit einer normierten Lanzette (Tiefe 1 mm), ohne dabei eine Blu-
tung zu verursachen. Eine in der gleichen Weise durchgeführte Positivkontrolle 
(1% Histamin) und eine Negativkontrolle (0,9% NaCl) dienen zum Vergleichen und Be-
werten der erfolgten Quaddelbildung und der Rötung als Reaktion auf die Allergene. 
Die Bewertung wurde nach 20 min Wartezeit durchgeführt. Der Test wurde als positiv 
bewertet, wenn der Durchmesser der Reaktion eines Allergens bei negativer NaCl-
Kontrolle größer als die Histaminkontrolle war. Diese musste mindestens 3 mm 
durchmessen. Es wurden die Allergene von Birke, Erle, Hasel, Gräser, Roggen, Beifuß, 
Spitzwegerich, Alternaria alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum, 
Penicillium notatum, Hausstaubmilben (Dermatophagoides pteronyssinus und farinae), 
Hundehaaren, Katzenhaaren und Pferdehaaren getestet.  
3.4.2 Lungenfunktionsprüfung 
Es wurden eine Spirometrie und eine Ganzkörperplethysmographie durchgeführt. Alle 
Messungen wurden mit dem Ganzkörperplethysmographen Master Screen Body 
(Viasys Health Care, Würzburg, Deutschland) durchgeführt. Im Rahmen dieser Arbeit 
waren die gemessenen Werte im Verbund mit der bronchialen Provokation und dem 
Bronchospasmolysetest von Bedeutung für die Bestätigung der Diagnose Asthma 
bronchiale und zur Beurteilung des Krankheitsverlaufs nach der Inhalation von 
Ciclesonid. Folgende Parameter wurden dabei erfasst: 
 Einsekundenkapazität (FEV1) 
Die FEV1 bezeichnet das maximale Gasvolumen, das innerhalb der ersten Sekunde der 
Exhalation aus maximaler Inspirationslage forciert abgeatmet werden kann. Sie ist ein 
Parameter zur Erfassung von Obstruktionen, kann aber auch bei restriktiven Erkran-
kungen erniedrigt sein. 
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 Vitalkapazität (VC) 
Die Vitalkapazität entspricht dem gesamten Gasvolumen, das nach maximaler Inspira-
tion abgeatmet werden kann. Sie ist ein Maß für die Atembreite, i.e. für das 
mobilisierbare Lungenvolumen und ist typischerweise bei restriktiven Erkrankungen 
erniedrigt. 
 Tiffeneau-Index (TI) 
Der Quotient aus FEV1 und Vitalkapazität (VC) in Prozent wird als Tiffeneau-Index (TI) 
bezeichnet. Ein erniedrigter TI weist auf eine Erkrankung mit obstruktiver Komponente 
hin. Bei restriktiven Erkrankungen ist der TI normal oder erhöht. 
 Spezifischer totaler Atemwegswiderstand (sRtot) nach Ulmer 
Der spezifische Atemwegswiderstand (sRtot) ist ein sensibler Parameter zur Erfassung 
von peripheren Obstruktionen. Der Parameter kann weitgehend unabhängig von der 
Mitarbeit des Patienten gemessen werden. 
 
3.4.3 Bronchiale Provokation 
Zum Nachweis einer bronchialen Hyperreagibilität (BHR) wurde bei V-1 und 1 ein bron-
chialer Provokationstest durchgeführt. Die Provokation erfolgte mit 3,2%igem 
Methacholin, das in der hauseigenen Klinikapotheke hergestellt wurde. Nach Durch-
führung der standardmäßigen Lungenfunktion inhalierte der Patient zunächst über 
2 Minuten 0,9% NaCl, im Anschluss über maximal 8 Stufen in steigender Dosierung 
Methacholin. Nach jeder Stufe wurde erneut der sRtot gemessen. Bei einem Anstieg 
der sRtot über 2 kPa × s und um über 100% des individuellen Sollwertes wurde der 
Test abgebrochen und als positiv bewertet. Zur Aufhebung der eingetretenen Obstruk-






Die Bronchospasmolyse wurde bei V0 im Anschluss an den Lungenfunktionstest durch-
geführt. Der Patient inhalierte 400 µg Sultanol und nach 10 Minuten wurden erneut 
FEV1, VC und sRtot gemessen um die Reversibilität einer eventuell vorliegenden Ob-
struktion zu überprüfen. Eine Erhöhung der FEV1 um mehr als 200 ml und um 12 % 
wurde als Hinweis für das Vorliegen einer obstruktiven Ventilationsstörung interpre-
tiert. 
 
3.4.5 Induziertes Sputum 
Die Induktion von Sputum ist eine bewährte, risikoarme Methode um Zellmaterial aus 
den kleinen Atemwegen zu gewinnen. Unser Vorgehen entsprach weitestgehend dem 
Protokoll von Pavord et al.98 Zur Verminderung des Risikos eines Bronchospasmus 
durch die Inhalation von hypertoner Kochsalzlösung wurde zusätzlich ein Inhalations-
schritt mit isotoner Kochsalzlösung vorgeschaltet. Nach Inhalation von 200 µg 
Salbutamol atmeten die Patienten für je 5 Minuten vernebelte, frisch angesetzte 0,9%, 
3%, 4% und 5% Kochsalzlösung ein.  
 
Die Verneblung erfolgte mittels Ultraschallvernebler (LS 290, Flores medical, 
Probstzella, Deutschland) mit einer Flussgeschwindigkeit von 2 ml/min. Nach jeder 
Inhalation wurden die Patienten aufgefordert, Sputum in eine Petrischale (Sarstedt, 
Nürmbrecht, Deutschland) zu expektorieren. Sputumflocken wurden aus dem 
Expektorat herausgesammelt. Pro Gramm Sputum wurden der Probe 4 ml 
0,1% Dithiothreitol und nach Dispersion des Sputums durch kurzes vortexen und 
15 Minuten auf dem Rollmischer die gleiche Menge PBS hinzugefügt. Die Suspension 
wurde durch eine mit PBS befeuchtete Nylongaze (Maschengröße 50-53 µm, Sefar 
Holding AG, Heiden, Schweiz) filtriert, die Zellzahl und der Anteil vitaler Zellen mittels 
Neubauer Zählkammer und Färbung mit 10 µl Trypanblau mikroskopisch bestimmt.  
Das Filtrat wurde bei 450 g zentrifugiert, der Überstand abgenommen und das Pellet in 
einem der vitalen Zellzahl proportionalen Volumen PBS resuspendiert.  
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Im Cytospin wurden für 6 min bei 450 rpm je 3 Objektträger mit 200 µl und 100 µl der 
Suspension beschickt, dann für 30-60 Minuten an der Luft getrocknet. Im Anschluss 
erfolgte die Färbung je eines Präparates mit 200 µl und eines mit 100 µl nach Pappen-
heim sowie mit dem Fertigkit Rapi Diff II Stain Pack (Atom Scientific Ltd., Manchester, 
England) nach den Vorgaben des Herstellers. Die übrigen beiden Präparate wurden 
nicht gefärbt. Zum Schutz der Zellen wurden die Präparate mit Deckgläsern versiegelt. 
Für die Bestimmung der Zellfraktionen wurde nach Kriterien der Mikroskopierbarkeit 
das beste Präparat ausgewählt und bei 100 -facher Vergrößerung mit Ölimmersion 
mikroskopiert. Es wurden 500 Zellen ausgezählt, dabei wurden nur solche Zellen ge-
wertet, die aufgrund ihrer spezifischen Merkmale eindeutig einer bestimmten Zellpo-
pulation zuzuordnen waren. Es wurden Makrophagen, Epithelzellen, Lymphozyten, 
eosinophile und neutrophile Granulozyten berücksichtigt.  
 
3.4.6 Isolierung CD3+ Zellen aus peripherem Blut 
Probengewinnung und -vorbereitung 
Die Blutabnahme erfolgte durch Punktion einer peripheren Unterarmvene, das Blut 
wurde am Vormittag abgenommen und innerhalb einer halben Stunde weiterverarbei-
tet. 
Pro Patient wurden bei V-1 und V1 je 65,6 ml EDTA-Blut in 7 Röhrchen zu 9 ml und ei-
nem Röhrchen mit 2,6 ml abgenommen. Die Proben wurden nach Blutabnahme 
10 Minuten auf den Rollenmischer gegeben. Aus 5 Röhrchen und 45 ml EDTA-Blut er-
folgte die Isolierung der CD3+ Zellen. Jedes der 9 ml Röhrchen wurde in ein 50 ml 
FalconTM-Tube überführt und mit 26 ml Puffer mit 0,5% BSA gemischt. Anschließend 
wurden 15 ml Ficoll-PaqueTM mit den 35 ml des Blut-Puffer-Gemisches überschichtet. 
Durch Dichtezentrifugation (400 g für 40 Minuten bei 20 °C ohne Bremsen) wurden die 
Mononukleären Zellen (PBMCs) in einer eigenen Phase isoliert, mit einer 
Einmalpasteurpipette abgenommen und in ein neues 50 ml Falcon TM Tube überführt. 
Die so gewonnen PBMCs wurden anschließend mit Puffer in ein Volumen von 50 ml 
verdünnt und wieder zentrifugiert (300 g für 10 Minuten bei 20 °C).  
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Durch zwei weitere Waschschritte (200 g für 10 Minuten bei 20 °C) wurde die Verun-
reinigung durch Thrombozyten vermindert. Anschließend wurden die Zellen in 200 µl 
Puffer resuspendiert und der Separation im autoMACS® zugeführt. 
Isolation CD3+ Zellen aus PBMCs mithilfe des AutoMACS® 
Der AutoMACS® führt ein sogenanntes „magnetic cell sorting“ an den PBMCs durch. 
Nicht-CD3+ Zellen wurden primär mit einem Mix aus biotinylierten Antikörpern und 
sekundär mit an paramagnetische Microbeads gebundenen Biotin-Antikörpern mar-
kiert und in einem magnetischen Feld von den CD3+ Zellen separiert. Somit wurden 
unberührte CD3+ T-Lymphozyten gewonnen. Die gesortete Suspension wurde zentrifu-
giert, die CD3+ Zellen in 5 ml PBS resuspendiert und 5 µl abgenommen, um die Zellzahl 
im CASY® Cell Counter zu bestimmen. Je 1 ml der Suspension wurde anschließend in 
5 RNase-freie 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefäße überführt. Mittels 
Durchflusszytometrie wurde am Beginn der Versuchsreihe der Reinheitsgrad der 
CD3+ Zellen im Isolat bestimmt, dieser betrug 99%. Die Zellen eines Reaktionsgefäßes 
wurden für spätere Versuche eingefroren. Mit den anderen vier Reaktionsgefäßen 




















Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Zytokinexpression auf Proteinebene im Überstand 
und auf RNA-Ebene untersucht. 
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3.4.7 Aktivierung der CD3+ Lymphozyten 
Die Aktivierung von Lymphozyten wird durch einen Mix von biotinylierten CD2-, CD3- 
und CD28-Antikörpern (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) er-
reicht. Durch paramagnetische Partikel mit einem Durchmesser von 3,5 µm (Miltenyi 
Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) wird die Aktivierung noch verstärkt. 
Durch die kovalente Bindung von Biotin-Antikörpern an die Partikel werden diese zu-
nächst mit den biotinylierten Antikörpern beladen und anschließend der Zellsuspensi-
on beigegeben. Durch Bindung der Antikörper an die jeweiligen Rezeptoren und die so 
hergestellte Nähe der Partikel zu den CD3+ Zellen kann die zusätzliche Stimulation aus-
gelöst werden. Diese imitiert die Aktivierung durch antigenpräsentierende Zellen.  
Die Beladung der Partikel mit biotinylierten Antikörpern und die Stimulation erfolgten 
nach dem Protokoll des Herstellers. 
Beladung der Partikel mit Antikörpern 
Je 100 µl der biotinylierten CD2-, CD3- und CD28-Antikörperlösungen wurden in ein 
steriles Eppendorfreaktionsgefäß pipettiert. Die Anti-Biotin MACSiBeadTM Partikel 
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland) wurden gevortext, 108 Parti-
kel in 500 µl abgenommen und dem Antikörpergemisch zugegeben. Anschließend 
wurden 200 µl Rinsing Solution mit 0,5% HSA hinzupipettiert, das Gemisch für 2 Stun-
den auf dem Platform Rotator bei 4 °C mit langsamer Geschwindigkeit inkubiert und 
danach bis zum Gebrauch bei 4 °C gelagert. 
Inkubation der CD3+ Lymphozyten 
Per 106 Zellen wurden 5 µl der beladenen MACSiBeadsTM nach erneutem 
Resuspendieren abgenommen, in ein neues Eppendorfreaktionsgefäß überführt und 
400 µl RPMI 1640 hinzugefügt. Im Anschluss erfolgte eine Zentrifugation der Partikel 
für 5 Minuten bei 300 g. Der Überstand wurde vorsichtig abpipettiert und 200 µl 





Die beiden Reaktionsgefäße mit den Lymphozyten wurden bei 340 g für 10 Minuten 
zentrifugiert, die Zellen anschließend in jeweils 900 µl RPMI 1640 mit 10% AB-Serum 
aufgenommen. Den Zellen wurde der Zellzahl entsprechend beladene Partikel zugege-
ben, so dass das Verhältnis von Lymphozyten zu Partikeln 2:1 betrug. Die Zellen wur-
den dann in zwei Wells einer 24-Well Platte gegeben und für 16 Stunden bei 37 °C und 
5% CO2 inkubiert. 
Nach Ablauf der Stimulationszeit wurden die Zellsuspensionen aus den beiden Wells in 
je ein Reaktionsgefäß überführt, von beiden wurde nach Zentrifugation (340 g, 10 Mi-
nuten bei Raumtemperatur) der Überstand abpipettiert und bei -80 °C eingefroren. 
Aus einem der beiden Zellpellets wurde die RNA extrahiert. 
 
3.4.8 Molekularbiologische Methoden 
3.4.8.1 Vorbemerkungen zum Arbeiten mit RNA und DNA 
Ribonukleinsäure an sich ist ein relativ stabiles Molekül, es ist jedoch von der Zerset-
zung durch die sehr aktiven und stabilen RNasen bedroht. Alle Arbeiten wurden daher 
unter weitestgehend sterilen Bedingungen durchgeführt um Degradationen zu ver-
meiden. RNasen befinden sich sowohl auf der Haut als auch im Staub. Wichtig ist daher 
ein sauberer und RNase freier Arbeitsplatz. Es wurden stets gestopfte Pipettenspitzen 
verwendet und mit sauberen Handschuhen gearbeitet. Arbeitsgeräte und der RNA 
Arbeitsplatz wurden vor Beginn der Arbeit mit Ethanol behandelt. Soweit möglich fan-
den die Arbeiten in einer Clean Bench statt. Bei Verdünnungsschritten wurde speziell 
RNase und DNase freies Wasser verwendet. 
Beim Arbeiten mit DNA steht mehr die Vermeidung von Kontaminationen der Proben 
im Vordergrund. Außer dem Arbeiten unter der Clean Bench entsprachen die Bedin-





3.4.8.2 RNA-Isolation aus CD3+ Lymphozyten 
Prinzip 
Die RNA-Isolation erfolgte mithilfe des RNeasy Kit. Nach Zellwandlyse wird das Lysat 
auf eine Silikamembran gegeben. Die negativ geladene RNA bindet an der Membran, 
andere Bestandteile des Zelllysats werden mit verschiedenen Waschpuffern entfernt 
und letztlich wird die gebundene RNA in Wasser eluiert.  
Durchführung 
Die suspendierten, stimulierten oder unstimulierten Zellen wurden für 10 Minuten bei 
340 g zentrifugiert, der Überstand abpipettiert und das Zellpellet in 350 µl RLT-Puffer 
mit 1% β-Mercaptoethanol zur Zellwandlyse aufgenommen. Bis zur Weiterverarbei-
tung am nächsten Tag wurden die lysierten Zellen bei -80 °C eingefroren. Nach dem 
Auftauen wurden dem Zelllysat weitere 350 µl Ethanol hinzugefügt und die Probe an-
schließend auf eine Mini Säule pipettiert und dann für 1 min bei 6200 g zentrifugiert. 
Der Durchlauf wurde verworfen, 700 µl RW1 Puffer auf die Säule pipettiert, die Säule 
erneut bei 6200 g zentrifugiert und der Durchlauf erneut verworfen. Es folgten zwei 
Waschschritte mit 500 µl RPE Puffer, wobei beim ersten Waschschritt 1 Minute mit 
6200 g zentrifugiert wurde, beim zweiten 2 Minuten mit 16000 g. Die leere Säule wur-
de 1 Minute erneut bei 16000 g zentrifugiert. Zur Eluation der in der Säule befindlichen 
RNA wurde 30 µl RNase freies Wasser auf die Säule gegeben und die Säule bei 16000 g 
für 1 Minute zentrifugiert. Anschließend wurde das Wasser erneut auf die Säule gege-
ben und die Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wiederholt.  
 
3.4.8.3 Quantifizierung der Gesamt-RNA 
Die Konzentration der RNA im Eluat wurde durch Absorptionsspektrometrie bestimmt. 
Dem Eluat wurden 1,5 µl entnommen und die optische Dichte (OD) bei 260 nm mit 
dem Nanodrop 2000 (Thermoscientific, Waltham, MA, USA) gemessen. In Stichproben 
wurde auch die OD bei 280 nm gemessen, der Quotient OD260 /OD280 ist ein Maß für 
die Verunreinigung der Probe mit Proteinen und sollte zwischen 1,5 und 2,2 liegen. 
Anschließend wurden die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C eingefroren. 
 
 49 
3.4.8.4 DNAse I Verdau 
Bei der Polymerase-Kettenreaktion können Verunreinigungen mit genomischer DNA in 
der Probe zu falsch positiven Ergebnissen führen. Durch einen DNAse I Verdau wird 
DNA in der Probe degradiert, amplifizierbare Sequenzen werden so minimiert. Es wur-
den die Reagenzien des DNAse I Kits verwendet und mit Modifikationen nach dem Pro-
tokoll des Herstellers verfahren.  
Von der isolierten RNA jedes Patienten wurden 250 ng in 10 µl Wasser mit je 
1 µl DNase Puffer und DNase I in einem RNase freien 0,5 ml PCR Tube vermischt und 
15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion wurde 
1 µl EDTA hinzugefügt und die Lösung 10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Direkt im An-
schluss wurde die cDNA-Synthese durchgeführt. 
 
3.4.8.5 cDNA-Synthese 
Die complementary DNA (cDNA) wird durch reverse Transkription hergestellt. mRNA 
ist an seinem 3‘-Ende polyadenyliert, ein dem Poly-A-Schwanz komplementärer Primer 
kann deshalb bei einer Länge der interessierenden mRNA von unter 2000 Basen dazu 
verwendet werden, diese vollständig in cDNA zu transkribieren.  
Es wurde zunächst ein Master Mix erstellt, für jede Probe wurden 2 µl RT-Puffer und 
2 µl dNTPs aus dem Omniscript RT Kit, 1 µl Oligo dT 18 Primer mit einer Konzentration 
von 50 pmol/µl und 1 µl RNase freiem Wasser vermischt. Es wurden 6 µl des Master 
Mix und anschließend 1 µl der reversen Transkriptase jeder Probe zugefügt. Dann 
wurden die Proben im Biometra TRIO Thermalblock (Biometra, Göttingen, Deutsch-
land) für 60 Minuten bei 37 °C, 5 Minuten bei 93 °C und bis zur Entnahme der Tubes 
bei 4 °C inkubiert. Die fertige cDNA wurde bis zur Durchführung der quantitativen PCR 




3.4.8.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion gehört zu den bedeutendsten Methoden der Moleku-
larbiologie. Durch Amplifikation einer spezifischen DNA-Sequenz auf einige Millionen 
Kopien kann diese bei entsprechendem Versuchsaufbau qualitativ oder quantitativ 
nachgewiesen werden, bis zu 10 Kopien einer Sequenz in der Probe sind noch sensitiv 
quantitativ nachweisbar, qualitativ sogar noch weniger.  
Klassischerweise besteht die PCR aus mehreren Zyklen der drei Phasen Denaturierung, 
Anlagerung der Oligonukleotidprimer („Annealing“) und Extension, die durch unter-
schiedliche Temperaturen charakterisiert sind. Am Anfang steht die Denaturierung der 
cDNA in ihre beiden Einzelstränge bei 95 °C. Zwei jeweils im Überschuss vorhandene 
Oligonukleotidprimer sind dem jeweiligen 3‘-Ende des Sense-und des Antisense-
Stranges der Zielsequenz komplementär.  
Beim Annealing hybridisiert der so genannte „forward“-Primer an den Sense-Strang, 
der „reverse“-Primer an den Antisense-Strang und so ermöglichen sie den Beginn der 
Synthese der jeweils komplementären Nukleotidsequenz durch die Polymerase. Die 
Temperatur TAnnealing, bei der dieser Schritt optimalerweise stattfindet, ist eine Funkti-
on der Schmelztemperaturen von Primern und Produkten. In der dritten Phase erfolgt 
die Verlängerung der Sequenz bei 72 °C, die verwendeten Polymerasen haben bei die-
ser Temperatur ihr Arbeitsoptimum. 
Die Taq-Polymerase arbeitet stets in 3‘→‘-Richtung, im ersten Zyklus synthetisiert die 
Polymerase vom jeweiligen Primer beginnend einen der Vorlage komplementären 
DNA-Strang. Im zweiten Zyklus bindet der jeweils gegenläufige Primer an das 3‘-Ende 
der Zielsequenz auf dem synthetisierten Strang, die Polymerase baut erstmals die ge-
wünschte Zielsequenz. Diese dient wiederum als Matrize und erfährt im Verlauf eine 
exponentielle Vermehrung. Üblicherweise werden zwischen 30 und 40 Zyklen durchge-
führt. Den Zyklen wird eine etwa fünfminütige Phase bei 95 °C vorgeschaltet, in der die 





Folgendes Programm war Grundlage aller durchgeführten PCRs: 
  95 °C für 5 Minuten 
40 Zyklen: [95 °C für 30 Sekunden, 
59 °C für 30 Sekunden, 
72 °C für 30 Sekunden] 
Die Primer wurden so gewählt, dass TAnnealing stets bei 59 °C lag um die Durchführung 
zu erleichtern. Als Ausgangs-DNA für die qualitative PCR und als Kalibrator für die 
quantitative PCR wurde die cDNA eines gesunden Probanden verwendet. Dafür wurde 
Gesamt-RNA nach oben beschriebenen Methoden aus aktivierten CD3+ Lymphozyten 
gewonnen und bei einer Konzentration von 50 ng/µl in cDNA umgeschrieben. 
 
3.4.8.7 Primerdesign 
Während drei der Primerpaare einschließlich des Housekeeping Gens (HKG) bereits bei 
einer anderen Arbeitsgruppe etabliert waren und übernommen werden konnten, 
mussten die übrigen Primer ausgetestet werden. Die Primersequenzen wurden aus 
vorhandenen Publikationen entnommen.  
Um gute Ergebnisse zu erzielen, sollten die Primer zwischen 15 und 25 Nukleotiden 
lang sein. Es wurde darauf geachtet, dass die Primer eine Exon-Exon Grenze umspan-
nen, um Verunreinigungen durch genomische DNA zu erkennen beziehungsweise zu 
vermeiden. Da bei genomischer DNA das Intron noch zwischen den Exons liegt, würde 
ein Produkt sehr lang werden oder gar nicht amplifiziert werden. Das Amplikon sollte 
kleiner als 200 bp sein, der GC-Gehalt 40-60% betragen und die Primer eine einheitli-
che günstige Annealing-Temperatur besitzen. 
 
3.4.8.8 Qualitative PCR 
Die qualitative PCR diente in erster Linie zur Testung der Funktionstüchtigkeit von in 
Publikationen gefundenen Primern. Als Template wurde die cDNA eines gesunden 
Probanden verwendet.  
 
 52 
Für jedes Zielgen wurde der folgende Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 
25 µl pipettiert. 
  12,5 µl RedTaq PCR Reaction Mix 
  1 µl Forward Primer (6,25 pmol/µl) 
  1 µl Reverse Primer (6,25 pmol/µl) 
  8,5 µl H2O bidest. 
  2 µl cDNA 
Die anschließende PCR fand nach oben genannten Standardbedingungen im 
Thermocycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) statt. Im Anschluss an das Programm wur-




DNA-Fragmente können in einer Agarosematrix bei angelegter Spannung aufgrund 
ihrer negativen Ladung in Richtung der Anode wandern. Kürzere Fragmente wandern 
schneller als größere. Lässt man parallel DNA-Fragmente unterschiedlicher bekannter 
Größe (DNA-Leiter) mitlaufen, kann man die Länge der zu untersuchenden DNA able-
sen.  
Zur Visualisierung wird häufig Ethidiumbromid verwendet, das nach Interkalation in 
doppelsträngiger DNA durch UV-Strahlung zum Fluoreszieren angeregt werden kann. 
Da relativ kleine Fragmente untersucht werden sollten, wurde aus 6 g Agarose, 
5 µl Ethidiumbromid und 200 ml 1x Tris-Borat-EDTA (TBE) ein 3%iges Gel erstellt. In 
einer Elektrophorese Kammer wurde das Gel mit 1x TBE Puffer bedeckt und für etwa 
30 Minuten eine Spannung von 120 Volt angelegt. Anschließend wurde die DNA unter 




3.4.8.10 Quantitative PCR  
Eine Weiterentwicklung der klassischen PCR stellt die Real-Time quantitative PCR dar. 
Dem Reaktionsansatz kann beispielsweise zusätzlich ein Interkalator zugegeben wer-
den, der sich in neu synthetisierter doppelsträngiger DNA einlagert und dann durch 
UV-Licht zum Leuchten angeregt werden kann. Die emittierte Signalstärke ist proporti-
onal zur kumulativen, amplifizierten Produktmenge. Mithilfe einer CCD-Kamera kann 
die Lichtstärke nach jedem Zyklus gemessen und mit entsprechender Software in Echt-
zeit dargestellt werden. Die Zykluszahl, bei der sich die so ermittelten Fluoreszenzkur-
ven erstmals vom Hintergrundsignal abheben, bezeichnet man als threshold cycle (CT). 
Dieser lässt einen Rückschluss auf die Templatemenge zu.  
Relative Quantifizierung 
Zur Quantifizierung der Ergebnisse gibt es unterschiedliche Strategien. In der vorlie-
genden Arbeit wurde die ∆∆CT-Methode angewandt. Hierbei werden die CT-Werte der 
Zielgene zunächst mit dem CT-Wert eines endogenen, stets gleich exprimierten Gens 
normalisiert und anschließend in Abhängigkeit von den Werten eines Kalibrators ange-
geben. Als endogene Kontrolle wurde das Housekeeping Gen Ribosomal Protein L32 
(RPL32) gewählt. Die ∆∆CT-Methode geht von einer etwa gleich großen Effizienz der 
Zielgenprimer und der Primer des HKGs aus. Daher wurden diese mithilfe von Verdün-
nungsreihen nachgewiesen. 
Durchführung 
Die Messungen wurden mit dem Rotor Gene 3000 (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
durchgeführt. Die Aufzeichnung der Fluoreszenzkurven und die Ermittlung der 
CT-Werte erfolgte mit dem Programm Rotor Gene 6 (Qiagen, Hilden, Deutschland). Als 
Fluoreszenzfarbstoff wurde das interkalierende SYBR Green I gewählt. Der Ansatz für 
die PCR umfasste 10 µl und setzte sich wie folgt zusammen: 
   5 µl SYBR Green Master Mix 
   0,4 µl Forward Primer (Konzentration = 6,25 pmol/µl) 
   0,4 µl Reverse Primer (Konzentration = 6,25 pmol/µl) 
   3,2 µl H2O 
   1 µl cDNA (in einer Verdünnung von 1:4) 
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Die Pipettierung des Ansatzes erfolgte auf einer speziellen vorgekühlten Platte und 
wurde im Anschluss direkt der PCR zugeführt. 
 
3.4.8.11 Proteinquantifizierung: Cytometric Bead Array (CBA) 
Im Überstand der stimulierten Zellen wurden mittels CBA-Flex-Cytometrie mit dem BD 
FACSArray Bioanalyzer (BDBioscience, Franklin Lakes, New Jersey, USA) u.a. die Protei-
ne IL 4, IL 5, IL 6, IL 10, IL 13, und IL 17A quantitativ bestimmt. Als Zytokinstandards 
wurden 13 Verdünnungen von 0 bis 10 000 pg/ml verwendet.  
Ein Vorteil des CBA ist, dass pro Well aus einer Probe 10 verschieden Zytokine gemes-
sen werden können. Es wurden auch 10 verschieden Zytokine untersucht. Da die 
RNA-Ausbeute jedoch zu gering war um entsprechende Zytokinkonzentrationen auch 
auf RNA-Ebene zu untersuchen, entschieden wir uns, im Rahmen dieser Arbeit nur 
6 Zytokine zu betrachten und die entsprechenden Zytokine auch auf RNA-Ebene zu 
untersuchen. IL-4 wies auf Proteinebene keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den Kohorten auf und wurde daher auf RNA-Ebene nicht untersucht, aufgrund seiner 
bereits nachgewiesenen Bedeutung bei TH2-mediierten Pathomechanismen sollen die 
Ergebnisse trotzdem vorgestellt werden. Es wurden also 10 verschiedene Arten von 
Latexpartikeln (Ø ≈ 7,5 µm) verwendet, die zum einen bei Anregung durch einen Laser 
ein spezifisches Fluoreszenzmuster aufweisen und so in der Durchflusszytometrie von-
einander differenziert werden können, und zum anderen mit spezifischen Antikörpern 
gekoppelt sind und die zu untersuchenden Zytokine binden. Nach Zugabe des Über-
standes bzw. des Zytokinstandards wurde außerdem der an zytokinspezifische Anti-
körper gekoppelte Farbstoff Phycoerythrin (PE) zugegeben, der an die konjugierten 
Proteine bindet. PE wird von einem Laser (532 nm Wellenlänge) angeregt und emittiert 
Licht mit einem Hauptpeak bei 585 nm Wellenlänge. Je nach Menge der 
PE-gekoppelten Sekundärantikörper kann eine korrelierende Fluoreszenzintensität 
gemessen werden, die wiederum im Bezug auf den Zytokinstandard eine Aussage über 
die Konzentration des zu untersuchenden Zytokins zulässt. Die Durchführung erfolgte 




3.4.9  Statistische Methoden 
Die Daten wurden mithilfe des D’Agostino & Pearson omnibus normality test auf Nor-
malverteilung getestet. Bei ungepaarten Daten wurde bei einem positiven Ergebnis der 
Students t-test durchgeführt beziehungsweise bei mehr als 2 Kohorten eine ANOVA. 
Bei einem negativen Ergebnis oder ordinal skalierten Daten wurde der Mann-Whitney-
U-Test oder bei mehr als zwei Kohorten der Kruskal-Wallis-Test mit Post-Hoc-Testung 
verwendet. Gepaarte, normalverteilte Daten wurden mit einem gepaarten t-test ge-
prüft, nicht normalverteilte und ordinal skalierte mit dem Wilcoxon Matched-Pairs 






4.1 Charakterisierung der Kohorten 
In die 4 Kohorten konnten unter Beachtung der in 3.2.1 genannten Ein- und Aus-
schlusskriterien 9 eosinophile Asthmatiker (EA), 11 nichteosinophile Asthmatiker 
(NEA), 10 allergische Rhinitiker (AR) und 10 Gesunde in die Kontrollgruppe aufgenom-
men werden. Da gemäß den Einschlusskriterien Studienteilnehmer steroidnaiv sein 
mussten, nahmen hauptsächlich Patienten mit intermittierendem und mildem Asthma 
an der Studie teil. Die Zuteilung der Schweregrade erfolgte anhand der Anamnese, der 
Lungenfunktion sowie den verwendeten Fragebögen (AQLQ und ACQ-5) nach den 
GINA-Guidlines.1 Dabei wurden von den NEA 5 als intermittierend, 5 als mild persistie-
rend und 1 als mittelschwer persistierend, von den EA 2 als intermittierend und 7 als 
mild persistierend klassifiziert. Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede hin-
sichtlich der Variablen Geschlecht, Alter und BMI zwischen den Kohorten. Sofern nicht 
anders angegeben, wurden stets die arithmetischen Mittelwerte angeführt (siehe Ta-




                                    Kohorte 
 
Variable 
EA            
(n=9) 







Weibliches Geschlecht , % 55,6 63,6 40 80 
Alter, Jahre (SD) 31 (12,1) 35 (15) 35 (11) 34 (10,6) 
BMI, kg/m² (SD) 26,3 (5,7) 24,1 (1,9) 23,8 (2,9) 23 (3,5) 
Asthmaschweregrad, Anzahl 
interm./mild/mittelschwer 
2/7/0 5/5/1 - - 
Tabelle 1: Demographische und klinische Daten der Kohorten bei Visite -1; SD = Standardabweichung 
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4.2 Ergebnisse bei Visite -1 und Visite 0 – Darstellung und 
Vergleich der Asthmatiker- und Nichtasthmatikergruppen 
4.2.1 Induziertes Sputum und Pricktest 
Definitionsgemäß wurden in unserer Studie Asthmatiker als eosinophil eingestuft, 
wenn der Anteil der eosinophilen Granulozyten zu den Zeitpunkten V-1 und V0 bei 
>3% lag. Alle anderen Asthmatiker wurden als nicht-eosinophil klassifiziert. Ausge-
schlossen wurden Asthmatiker mit instabiler Eosinophilie. NEA werden nach Simpson 
et al. weiter in paucigranulozytäre, und neutrophile Asthmatiker (Anteil der 
Neutrophilen > 61%) unterteilt.112 In unserer Studie waren nach dieser Klassifikation 
(siehe auch Kap. 2.2.4) 10 der 11 NEA dem paucigranulozytären Subtyp mit unauffälli-
gen Granulozytenfraktionen zuzuordnen, nur ein Patient hatte einen zu allen Zeitpunk-
ten erhöhten Neutrophilenanteil. 
Bei einem durchgeführten standardisierten Pricktest (siehe 3.4.1) zeigten 9 der 11 




Die Lungenfunktion war Bestandteil jeder Visite, stets wurden die Basisparameter 
FEV1, VC, TI und SRtot gemessen. Bei Visite -1 wurde zusätzlich eine bronchiale Provo-
kation durchgeführt, bei Visite 0 ein Bronchospasmolysetest mit Salbutamol. Hierbei 
wurde die FEV1 vor und nach Applikation von Salbutamol bestimmt und die Differenz 
errechnet (∆FEV1) 
EA und NEA unterschieden sich bei Erstvorstellung hinsichtlich des Medians der er-
reichten Stufe der Provokation (EA: 3 vs. NEA: 7; p = 0,004). Alle anderen Parameter 
der EA und NEA bei den ersten beiden Visiten unterschieden sich nicht statistisch signi-
fikant. Erwartungsgemäß unterschieden sich die Lungenfunktionsparameter der EA 
und der NEA von der Kontrollgruppe (FEV1, % des Sollwertes: p = 0,002 bzw. p = 0,049; 
TI: p = 0,002 bzw. p = 0,039). 
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FEV1, % des Sollwertes (SD) 87,4 (13,3) 90 (16) 
TI, % (SD) 86,1 (12) 90,1 (11,5) 
SRtot, % (SD) 126,4 (46,9) 122,1 (47,7) 
∆FEV1 nach Broncho- dilata-
tor, % (SD) 
10,5 (6,1) 9,2 (5,4) 
             Tabelle 3: Lungenfunktion bei Visite 0 (V0)  
 
4.2.3 Molekularbiologische Messungen 
Bei Visite -1 wurden aus dem peripheren Blut wie in 3.4.6 beschrieben CD3+ Zellen iso-
liert und ein Teil von diesen aktiviert. Aus dem Überstand der aktivierten Zellen wur-
den mittels Cytometric Bead Array die Zytokine IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 und IL-17A 
bestimmt, aus den aktivierten und nicht-aktivierten Zellen die RNA isoliert und diese 
mittels PCR quantitativ auf die oben genannten Zytokine analysiert. 














FEV1, % des Sollwertes (SD) 84,8 (12,5)
+ 92,3 (9,8)+ 103,2 (10,3) 104,2 (10) 
TI, % (SD) 84 (10,8)++ 90 (12,2)++ 97,7 (11,9) 102,6 (7,5) 
sRtot, % des erwarteten 
Wertes (SD) 129,6 (36,9) 114,3 (66,4) 94,3 (24,9) 98,8 (24,4) 
Stufe des Abbruchs der Pro-
vokation (Median) * 3+++ 7+++ - - 
Provokation positiv * 9/9 10/10 0/10 0/10 
Tabelle 2: Lungenfunktion bei Visite -1 (V-1); signifikante Ergebnisse sind mit (
+
) markiert, stets 
im Vergleich mit den gesunden Kontrollen 
+
 EA p = 0,02; NEA p = 0,049; 
++
 EA p = 0,02; NEA p = 0,039; 
+++
 EA vs. NEA p = 0,004 
* Bei einem Patienten (NEA) wurde keine bronchiale Provokation durchgeführt, da der sRtot 
bereits vor Beginn der Provokation bei über 3 kPa × s lag  
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Bei einem gesunden Probanden und einem EA konnten aufgrund von technischen 
Problemen im Verlauf der Probengewinnung keine Zytokinkonzentrationen im Über-
stand gemessen werden, sodass nur von 8 EA, 11 NEA, 10 Rhinitikern und 9 gesunden 
Kontrollen Proben analysiert wurden. Bei der Quantifizierung der RNA aus den aktivier-
ten Zellen konnte aufgrund von technischen Schwierigkeiten oder wegen zu geringer 
RNA Ausbeute bei 2 EA, 1 NEA und einer gesunden Kontrollperson keine quantitative 
PCR durchgeführt werden. Letztlich wurden bei 7 EA, 10 NEA, 10 Rhinitikern und 9 ge-
sunden Probanden Messungen durchgeführt. 
Die Zytokinexpression der vier Gruppen wurde mittels ANOVA („analysis of variances“) 
auf signifikante Unterschiede hin überprüft, bei Signifikanz wurden die Kohorten im 
Anschluss mittels post-hoc Analyse paarweise auf Signifikanz hin getestet. 
4.2.3.1 Messung der Zytokinexpression von nicht-aktivierten CD3+ Zellen 
Die zu untersuchende Zytokin-RNA war in allen untersuchten Proben so gering 
exprimiert, dass eine sensitive Quantifizierung durch die angewendete PCR-Methode 
nicht möglich war.  
4.2.3.2 Messung der Zytokinexpression von aktivierten CD3+ Zellen 
a) Interleukin 4 
  



























































Die Expression von IL-4 wurde nur auf Proteinebene untersucht, wobei sich mittels 
ANOVA kein signifikanter Unterschied zwischen EA (55,76 ± 78,5 pg/ml), 
NEA (26,72 ± 16,92 pg/ml), Rhinitikern (19,59 ± 14,96 pg/ml) und der Kontrollgruppe 
(25,37 ± 16,33 pg/ml) zeigte (p = 0.444).  
 













Proteinmessung im Überstand (Abbildung 5) 
Im Überstand der aktivierten Zellen der Asthmatiker fand sich eine mittlere 
IL-5-Konzentration von 30.61 pg/ml (SD = 25,34), bei der Kontrollgruppe und der 
Rhinitikergruppe zeigten sich mittlere Konzentrationen von 15,84 ± 16,83 pg/ml und 
14,8 ± 11,92 pg/ml. Der ANOVA-Test zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen 
EA, NEA, Rhinitikern und Kontrollen (p = 0,044). Tendenziell fand sich bei den 
Asthmatikergruppen eine erhöhte Expression des Proteins.  
  




Asthmatiker V-1 = EA V-1 und NEA V-1 





























































































































In den post-hoc Analysen fanden sich keine signifikanten Unterschiede bei Paarverglei-
chen zwischen EA und NEA (40,71 ± 35,44 pg/ml vs. 23,27 ± 11,64 pg/ml; p = 1,00), 
zwischen EA und der Kontrollgruppe (p = 0,152), zwischen NEA und der Kontrollgruppe 
(p = 0,374) sowie zwischen Rhinitikern und der Kontrollgruppe (p = 1,00). Es bestehen 
also signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen, diese Unterschiede konnten 
jedoch keinem bestimmten Paar zugeordnet werden. 
RNA-Quantifizierung (Abbildung 6) 
Bei der quantitativen Messung der RNA zeigten sich keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den EA (4,14 ± 3,85), NEA (2,86 ± 2,4), Rhinitikern (2,42 ± 1,12) und der Kont-
rollgruppe (2,71 ± 1,9; p = 0.9344). 
 










Es konnte kein Unterschied im Überstand der aktivierten Zellen zwischen EA 
(63,55 ± 47,99 pg/ml), NEA (55,62 ± 49,25 pg/ml), Rhinitikern (90,44 ± 64,22 pg/ml) 
und der Kontrollgruppe (78,15 ± 89,00 pg/ml) detektiert werden (p = 0,629). Auch auf 
RNA-Ebene wurde kein signifikanter Unterschied gemessen (p = 0,33). 












































































































































Proteinmessung im Überstand (Abbildung 9) 
Die mittlere IL-10-Konzentration im Überstand betrug bei den Asthmatikern 
128,8 pg/ml (SD = 145,3) in der Kontrollgruppe 34,88 ± 27,15 pg/ml und bei den Rhini-
tikern 28,99 ± 22,53 pg/ml. Die ANOVA zeigte einen signifikanten Unterschied zwi-
schen EA (186,1 ± 210,0 pg/ml), NEA (87,11 ± 50,96 pg/ml), Rhinitikern und der Kont-
rollgruppe (p = 0,0007). Zwischen Rhinitikern und Kontrollgruppe zeigte sich kein Un-
terschied (p = 1,00). EA und NEA waren gegenüber der Kontrollgruppe (p = 0,034 bzw. 
p = 0,035) und den Rhinitikern (p = 0,012 bzw. p = 0,013) signifikant, jedoch nicht un-
tereinander (p = 1,00). 
RNA-Quantifizierung (Abbildung 10) 
Die mittleren RNA-Expressionslevel von beiden Asthmagruppen betrugen 2,40 ± 1,72, 
bei Rhinitikern 1,13 ± 0,63 und bei der Kontrollgruppe 1,29 ± 1,02. In der ANOVA zeig-
ten sich analog zu der Proteinmessung signifikante Unterschiede zwischen EA, NEA, 
Rhinitikern und der Kontrollgruppe (p = 0,016). Rhinitiker und die Kontrollgruppe un-
terschieden sich nicht voneinander (p = 1,00).  
Abbildung 10: Quantitative Bestimmung der 
IL-10-RNA aktivierter CD3
+
 Zellen *p ≤ 0,05 
Asthmatiker V-1 = EA V-1 und NEA V-1 





























































































































Abbildung 9: IL-10-Konzentration im Überstand 
der aktivierten CD3
+
 Zellen; *p ≤ 0,05  
Asthmatiker V-1 = EA V-1 und NEA V-1 




EA (3,16 ± 2,16) waren signifikant gegenüber Rhinitikern (p = 0,018) und der Kontroll-
gruppe (p = 0,041), NEA (1,87 ±1,18) zeigten keine Unterschiede gegenüber den 
Nichtasthmatikergruppen (p = 1,00). Unterschiede zwischen EA und NEA erreichten 
keine statistische Signifikanz (p = 0,251).  
 










Proteinmessung im Überstand (Abbildung 11) 
Die mittlere IL-13-Konzentration bei den Asthmatikern betrug 144,9 pg/ml 
(SD = 97,35), bei den Rhinitikern 87,62 ± 77,56 pg/ml und bei der Kontrollgruppe 
86,82 ± 62,98 pg/ml. EA (178,3 ± 132,6 pg/ml) und NEA (120,5 ± 56,65 pg/ml) zeigten 
gegenüber der Kontrollgruppe und den Rhinitikern tendenziell eine erhöhte Expression 
des Proteins, signifikante Unterschiede ließen sich jedoch nicht detektieren (p = 0,067).  
RNA-Quantifizierung (Abbildung 12) 
Das Expressionslevel der mRNA zwischen EA (2,16 ± 2,01), NEA (0,90 ± 0,99), den Rhi-
nitikern (1,99 ± 1,11) und der Kontrollkohorte (2,04 ± 1,12) zeigte sich nicht signifikant 





































































Asthmatiker V-1 = EA V-1 und NEA V-1 
ANOVA: p = 0,147 
Abbildung 11: IL-13-Konzentration im Über-
stand der aktivierten CD3
+
 Zellen 
Asthmatiker V-1 = EA V-1 und NEA V-1 

































































Proteinmessung im Überstand (Abbildung 13) 
Bei den Asthmatikern wurde eine mittlere Interleukin 17A-Konzentration von 
313,6 ± 191,3 pg/ml gemessen, bei den Rhinitikern 130,5 ± 135,7 pg/ml und bei der 
Kontrollkohorte 185,9 ± 156,6 pg/ml. Die ANOVA zeigte signifikante Unterschiede zwi-
schen den Kohorten (p = 0,007). In der post-hoc Analyse waren Unterschiede zwischen 
Rhinitikern und EA (373,4 ± 268,5 pg/ml) sowie NEA (270,1 ± 102,5 pg/ml; p = 0,025 
bzw. p = 0,028) signifikant. Nicht signifikant zeigten sich die Kontrollgruppe gegenüber 
EA und NEA (p = 0,371 bzw. p = 0,48), die Kontrollgruppe gegenüber den Rhinitikern 
(p = 1,00) und die beiden Asthmatikergruppen gegeneinander (p = 1,00). 
RNA-Quantifizierung (Abbildung 14) 
Zwischen EA (4,94 ± 4,2), NEA (2,23 ± 1,51), Rhinitikern (3,36 ± 2,79) und der Kontroll-
gruppe (5,7 ± 4,9) zeigten sich in der ANOVA keine signifikanten Unterschiede 
(p = 0,343). 
 
 




Asthmatiker V-1 = EA V-1 und NEA V-1 




































































Abbildung 13: IL-17A-Konzentration im Über-
stand der aktivierten CD3
+
 Zellen; *p ≤ 0,05 
Asthmatiker V-1 = EA V-1 und NEA V-1 


























































In Übereinstimmung mit bisherigen Studien fand sich in unserer Studie eine erhöhte 
Expression der Interleukine 5 und 13 im Überstand aktivierter CD3+ Zellen von 
Asthmatikern gegenüber Gesunden und allergischen Rhinitikern. Der Unterschied war 
bei großer Varianz und vermutlich zu geringer Probandenzahl weder bei IL-5 noch bei 
IL-13 signifikant, eine Tendenz in die erwartete Richtung jedoch ersichtlich. Bei IL-17A 
und IL-10 konnte auf Proteinebene eine signifikant erhöhte Expression der Zytokine bei 
Asthmatikern nachgewiesen werden.  
Auf RNA-Ebene konnte ebenfalls eine signifikant erhöhte Konzentration von IL-10-RNA 
bei Asthmatikern gegenüber den Nicht-Asthmatikern gezeigt werden. Interessanter-
weise fand sich sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene eine tendenziell geringere 
Expression von IL-10 bei NEA gegenüber EA. Signifikante Unterschiede zwischen EA 
und NEA fanden sich aber weder auf Protein- noch auf RNA-Ebene. Die Ursachen für 





4.3 Ergebnisse vor und nach 8-wöchiger Applikation von 
inhalativem Ciclesonid 
Die beschriebenen Untersuchungen aus Visite -1 (siehe 3.1) wurden nach 8-wöchiger 
inhalativer Applikation von Ciclesonid erneut durchgeführt und die Ergebnisse mitei-
nander verglichen. 2 NEA führten die Inhalation mit Ciclesonid nicht durch und wurden 
bei den molekularbiologischen Untersuchungen daher nicht berücksichtigt. 
4.3.1 Lungenfunktion bei Visite 0 und Visite 1  
Im Prä-Post Vergleich der Lungenfunktionstestungen erhöhte sich bei den EA signifi-
kant die Abbruchsstufe bei der bronchialen Methacholinprovokation (Median der Ab-
bruchsstufe in V-1: 3 vs. V1: 5; p = 0,028), außerdem zeigte sich bei Visite 1 im Ver-
gleich zu Visite 0 bei NEA ein höherer bronchialer Widerstand (V0: 122,1 ±47,7 vs. 
V1: 138,7 ± 38,2; p = 0,032). Das FEV1 (% des Sollwertes) war gegenüber dem Aus-
gangswert erniedrigt, ohne allerdings statistische Signifikanz zu erreichen (p = 0,067). 
Alle anderen Variablen der beiden Kohorten zeigten keine signifikanten Unterschiede 
im zeitlichen Verlauf.  
Die Ergebnisse der Lungenfunktion im zeitlichen bei Verlauf bei Visite 0 und Visite 1 
sind in Tabelle 4 dargestellt. 













FEV1, % des Sollwertes 
(SD) 
87,4 (13,3) 88,1 (14) 0,300 90 (16) 85,7 (18,4) 0,067 
TI, % (SD) 86,1 (12) 86,3 (10,4) 0,586 90,1 (11,5) 88,5 (16,6) 0,922 
SRtot, % (SD) 126 (46,9) 125 (33) 0,910 122 (47,7) 139 (38,2) 0,032 
∆FEV1 nach Broncho- 
dilatator, % (SD) 
10,5 (6,1) - - 9,2 (5,4) - 0,628 
Stufe des Abbruchs der 
Provokation (Median) * 
3 (V -1) 5 0,0284 7 (V -1) 7 0,910 
Provokation positiv * - 8/9 - - 8/10  
Tabelle 4: Lungenfunktion, Bronchospasmolyse und Methacholinprovokation bei Visite 0 und 1, vor 
und nach 8-wöchiger GC-Inhalation 
* Bei einem Patienten (NEA) wurde keine bronchiale Provokation durchgeführt, da der sRtot bereits 




4.3.2 Molekularbiologische Messungen 
4.3.2.1 Prä-Postvergleich der Zytokinexpression aktivierter CD3+ Zellen 
Bei Visite 1 wurden erneut die CD3+ Zellen der mit Ciclesonid behandelten Asthmatiker 
mittels CBA und quantitativer PCR auf Expression der oben genannten Zytokine (sie-
he 3.2.2) untersucht. 
Bei 2 EA und 3 NEA Asthmatikern konnten aufgrund technischer Probleme weder 
Zytokinkonzentrationen im Überstand gemessen werden noch eine Quantifizierung der 
RNA durchgeführt werden. Es wurden also 7 EA Paare und 8 NEA Paare analysiert. 
 










Bei IL-4 wurde nur die Zytokinexpression im Überstand gemessen, wobei keine signifi-
kanten Unterschiede bei EA und NEA im zeitlichen Verlauf gezeigt werden konnten 






























































Asthmatiker = EA und NEA 
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Im zeitlichen Verlauf zeigte sich weder auf Protein- noch auf RNA-Ebene eine signifi-
kante Veränderung bei EA (p = 0,148 bzw. p = 0,578) und NEA (p = 0,383 bzw. 
p = 0,313). Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung 16 und 17 dargestellt. 
 




























































Abbildung 16: IL-5-Konzentration im Überstand 
der aktivierten CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 
Asthmatiker = EA + NEA 
Abbildung 18: IL-6-Konzentration im Überstand 
der aktivierten CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 




























































































































Abbildung 19: Quantitative Bestimmung der  
IL-6-RNA akt. CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 
Asthmatiker = EA + NEA 
Abbildung 17: Quantitative Bestimmung der  
IL-5-RNA aktivierter CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 










































































Proteinmessung im Überstand (Abbildung 18) 
Die mittlere IL-6-Konzentration im Überstand der EA bei V-1 betrug 64,55 pg/ml 
(SD = 47,99) und war signifikant niedriger als die mittlere Konzentration bei V1 
(279,0 ± 285,8; p = 0,0156), NEA zeigten auch bei V-1 eine niedrigere mittlere 
Zytokinkonzentration gegenüber V1, allerdings ohne statistische Signifikanz zu errei-
chen (55,62 ± 49,25 vs. 186,7 ± 321,7; p = 0,3828). Bei Betrachtung aller Asthmatiker 
war der Anstieg von V1 gegenüber V-1 sogar hochsignifikant (V-1: 58,96 ± 47,53 vs. 
235,6 ± 297,2; p = 0,009). Die Proteinkonzentration stieg bei EA stärker an als bei NEA 
der Unterschied war jedoch nicht signifikant (EA: 230,7 ± 303,4 vs. NEA 103,1 ± 330,1; 
p = 0,11). 
RNA-Quantifizierung (Abbildung 19) 
Auf RNA-Ebene zeigten die Asthmatiker insgesamt im zeitlichen Verlauf ebenfalls eine 
erhöhte Expression von IL-6 ohne signifikant zu werden (V-1: 0,885 ± 0,727 vs. 
V1: 1,545 ± 1,216; p = 0,0554). EA (1,163 ± 0,887 vs. 1,736 ± 1,200; p = 0,375) und 
NEA (0,643 ± 0,488 vs. 1,378 ± 1,286; p = 0,148) wiesen jeweils eine ansteigende Ex-
pression der IL-6-RNA auf ohne dabei Signifikanz zu erreichen. 
 




























































Abbildung 20: IL-10-Konzentration im Überstand 
der aktivierten CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 



































































Abbildung 21: Quantitative Bestimmung der 
IL-10-RNA aktivierter CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 
Asthmatiker = EA und NEA 
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Es konnte weder auf Protein- noch auf RNA-Ebene ein signifikanter Unterschied im 
zeitlichen Verlauf bei EA (p = 0,313 bzw. p = 0,938) und NEA (p = 1,00 bzw. p = 0,547) 
vor und nach Behandlung festgestellt werden (siehe Abbildungen 20 und 21).  
 










Auch bei der Expression von IL-13 fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der 
Prä-Post-Analyse. Weder auf Protein- noch auf RNA-Ebene gab es Unterschiede bei EA 
(p = 0,109 bzw. p = 0,688) und NEA (p = 0,547 bzw. p = 0,844). Die grafische Darstel-
























































Abbildung 22: IL-13-Konzentration im Überstand 
der aktivierten CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 



































































Abbildung 23: Quantitative Bestimmung der  
IL-13-RNA aktivierter CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 
Asthmatiker = EA + NEA 
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Bei der Expression von IL-17A ließen sich keine signifikanten Unterschiede auf Protein- 
und RNA-Ebene bei EA (p = 0,078 bzw. p = 0,688) und NEA (p = 0,844 bzw. p = 0,844) 
feststellen (siehe Abbildung 24 und 25).  
 
4.3.2.2 Zusammenfassung 
Die Untersuchungen zeigten im zeitlichen Verlauf bei IL-6 auf Proteinebene einen Ex-
pressionsanstieg, auf RNA-Ebene fand sich ebenfalls ein Anstieg, allerdings ohne das-
selbe statistische Niveau zu erreichen. Der Anstieg der Zytokinexpression konnte ins-
besondere bei den EA nachgewiesen werden, bei den NEA zeigte sich kein signifikanter 
Anstieg von IL-6 nach Therapie. Alle anderen Zytokine zeigten keine signifikanten Un-




Abbildung 24: IL-17A-Konzentration im Überstand 
der aktivierten CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 

























































Abbildung 25: Quantitative Bestimmung der  
IL-17A-RNA aktivierter CD3
+
 Zellen bei V-1 und V1 







































































Nachdem Asthma bronchiale lange als weitgehend uniforme Erkrankung angesehen 
wurde, unterscheidet man heute zwischen verschiedenen Phänotypen bzw. Endotypen 
mit jeweils spezifischen Signalwegen. Aufgrund der beteiligten Effektorzellen der zu-
grunde liegenden bronchialen Entzündung kann man phänotypisch eosinophile (EA) 
und nicht-eosinophile Asthmatiker (NEA) differenzieren. Erste Studien weisen auf eine 
klinische Relevanz dieser Phänotypen hin: Insbesondere ein Teil der NEA leiden unter 
einem schweren, therapierefraktären Asthma und NEA sprechen insgesamt schlechter 
auf die Therapie mit ICS an.87 Woodruff et al. konnten nachweisen, dass eine Therapie 
mit ICS bei einem TH2-high-Endotyp zu einer Verbesserung der Lungenfunktion und 
Symptomatik führt, bei einem TH2-low-Endotyp dagegen nicht.
126 Beim 
TH2-high-Endotyp konnten in der BAL vermehrt eosinophile Granulozyten nachgewie-
sen werden.126 Es liegt daher nahe, eine Verbindung zwischen phänotypisch 
eosinophilem Asthma und dem TH2-high-Endotyp, bzw. analog zwischen dem 
nicht-eosinophilen Subtyp und TH2-low-Endotyp zu vermuten.  
Für die Entstehung des Inflammationsprozesses bei beiden Phänotypen und beim 
Asthma bronchiale im Allgemeinen werden unter anderem CD3+ T-Helferzellen und die 
von ihnen produzierten Zytokine verantwortlich gemacht. Vereinzelte Therapieerfolge 
scheinen diese Theorie zu bestätigen. Allerdings konnten die meisten klinischen Studi-
en mit Medikamenten zur Blockierung von Zytokinwirkungen und mit gegen T-Zellen 
gerichteten Immunsuppressiva in der Praxis meistens nur enttäuschende Ergebnisse 
erzielen. Vermutlich ist die große pathogenetische Heterogenität von Asthma bronchi-
ale für diese Beobachtung mitverantwortlich, unterschiedliche immunologische Pro-
zesse führen zu den beobachteten Symptomen. Es wird postuliert, dass bei Identifika-
tion der zugrundeliegenden Pathomechanismen und damit „wahrer Phänotypen“ (sie-
he 2.2.2) eine dem Patienten angepasste und effektivere Therapie möglich wäre. Eine 
Therapie mit Biologica entsprechend dem vorliegenden Phänotyp, und damit maßge-




Aufgrund der aktuellen Erkenntnisse ist es naheliegend, eosinophile bronchiale 
Inflammation bzw. die Abwesenheit einer Eosinophilie als Ausdruck der unterschiedli-
chen pathogenetischen Mechanismen zu interpretieren. Wir haben hypothetisiert, 
dass sich deshalb bei den beiden Phänotypen das Expressionsprofil der Zytokine von 
CD3+ Lymphozyten unterscheiden würde. Auf Grundlage der dargelegten Forschungs-
ergebnisse konnten wir weitere Hypothesen formulieren, die im Folgenden noch ein-
mal kurz erläutert werden. Des Weiteren werden erneut die Ergebnisse unserer Studie 
zusammengefasst. 
Hypothesen und Zusammenfassung der Ergebnisse 
Eosinophilie gilt als Ausdruck einer gesteigerten TH2-Immunität, zahlreiche Studien 
konnten die Bedeutung der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 in der Pathogenese 
eosinophiler Erkrankungen nachweisen. Auch die allergische Rhinitis wird als Erkran-
kung mit TH2-Deviation bei atopischer Veranlagung gesehen. Wir erwarteten daher bei 
Patienten mit allergischer Rhinitis eine erhöhte Produktion der TH2-Zytokine IL-4, IL-5 
und IL-13. 
Manche Autoren sehen allergische Rhinitis und Asthma bronchiale als Ausprägungen 
der gleichen Erkrankung. Konsequenterweise könnte dies für eosinophiles Asthma zu-
treffen, nicht aber für nicht-eosinophiles Asthma. Unsere Hypothese war daher, dass 
unter anderem auf Grundlage der oben genannten Arbeit von Woodruff et al. 126 die 
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 auch bei EA gegenüber NEA und gegenüber Gesunden er-
höht wären.  
Demgegenüber wurde IL-17A und TH17-Immunität in mehreren Studien als bedeutsam 
bei der Entwicklung von neutrophiler Entzündung und Steroidresistenz gesehen und 
könnte daher in der Pathogenese nicht-eosinophilen Asthmas eine Rolle spielen.78, 108 
Es wurde des Weiteren gezeigt, dass IL-6 zusammen mit TGF-β die Differenzierung der 
TH17-Zellen aus naiven T-Zellen induziert, IL-6 ist aber auch für die Differenzierung von 
TH2-Zellen wichtig.




Es sollte daher in unserer Studie geprüft werden, ob T-Zellen durch vermehrte 
IL-6-Produktion die TH17/Treg-Balance zugunsten von TH17 beeinflussen und so IL-6 bei 
NEA vermehrt synthetisiert wird, bzw. ob die Lymphozyten von EA vermehrt IL-6 pro-
duzieren. 
In der Ätiologie allergischer Krankheiten und auch im Rahmen von therapierefraktärem 
Asthma bronchiale wurde von einigen Autoren eine pathologisch erniedrigte oder de-
fektive Expression von IL-10 als mögliche Ursache diskutiert und beobachtet; aber auch 
erhöhte IL-10-Sekretion wurde in einer Studie bei schweren Asthmatikern nachgewie-
sen, möglicherweise als Gegenregulationsmechanismus zu der vorliegenden Entzün-
dungsaktivität.73, 81, 128 Insbesondere sollte hier geprüft werden, inwiefern sich die Ex-
pression von IL-10 bei EA und NEA unterscheidet. 
Wir konnten die Interleukine IL-5 und IL-13 bei Asthmatikern nach Stimulation in er-
höhter Konzentration im Überstand der CD3+ T-Zellen nachweisen, diese Ergebnisse 
waren jedoch nicht signifikant. Tendenziell zeigten sich bei EA höhere Konzentrationen 
als bei NEA, auch hier konnte aber keine Signifikanz gezeigt werden. IL-4 unterschied 
sich bei den Kohorten nicht. IL-10 und IL-17A konnten dagegen bei beiden 
Asthmatikergruppen in signifikant erhöhter Konzentration nachgewiesen werden, 
IL-17A allerdings nur auf Proteinebene. Zwischen den beiden Asthmatikergruppen 
(NEA/EA) konnte keine signifikant unterschiedliche Expression der untersuchten 
Zytokine nachgewiesen werden.  
Zwischen Patienten mit allergischer Rhinitis und gesunden Kontrollprobanden wurde 
weder auf RNA- noch auf Proteinebene ein signifikanter Unterschied in der Expression 
der von uns gemessenen Zytokine gefunden. 
Im Folgenden werden nun im Einzelnen die Ergebnisse unserer phänotypisierenden 







NEA in unserer Studie waren überwiegend dem paucigranulozytären Subtyp nach 
Simpson (siehe 2.2.4) zuzuordnen, diese Patienten wiesen im induzierten Sputum 
normwertige Granulozytenzahlen auf. Nur ein Patient wies einen neutrophilen Entzün-
dungstyp auf und hob sich im Zellcount und bei mittelschwerer Symptomatik deutlich 
von den anderen Patienten ab. Patienten mit nicht-stabilem Phänotyp wurden ausge-
schlossen. Haldar et al. wiesen in einem Review darauf hin, dass der 
paucigranulozytäre Subtyp mitunter bei gut kontrolliertem und intermittierendem 
Asthma gehäuft auftritt, laut aktuelleren Studien sind 30%-40% aller erwachsenen 
Asthmatiker dem paucigranulozytären Subtyp zuzuordnen.43, 50, 51, 107 Dies traf auch in 
der vorliegenden Studie zu, alle NEA mit paucigranulozytärem Sputum wiesen inter-
mittierendes oder mildes Asthma auf. Bei den EA wiesen alle Patienten einen 
eosinophilen Subtyp auf, ein gemischt-granulozytärer Subtyp fand sich nicht.  
Die demographischen Variablen und die nach Anamnese bestimmten Schweregrade 
des Asthmas unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden 
Asthmatikerkohorten, wobei der Anteil intermittierenden Asthmas bei NEA deutlich 
höher war als bei EA (45,5% vs. 22%). In der Literatur wird eine Verbindung von 
Adipositas und nicht-eosinophilem Asthma diskutiert.116 In unserer Studie hatte jedoch 
kein NEA einen BMI >27 kg/m², für eine Aussage hierüber war die Fallzahl auch zu klein 
und das Studienkonzept nicht geeignet. Die Lungenfunktion der beiden Asthmatiker-
kohorten zeigte nicht-signifikant eine leicht höhere FEV1 bei NEA gegenüber EA; die 
Methacholinreagibilität war bei EA signifikant höher als bei NEA. Aufgrund dieser Er-
gebnisse kann über eine etwas höhere Krankheitsaktivität bei EA spekuliert werden. 
In Übereinstimmung mit der aktuellen Literatur zeigen die klinischen Untersuchungen 
zur Phänotypisierung unserer Probanden ein heterogenes Bild der Phänotypen bei 
Asthma bronchiale auf. Die von Simpson beschriebenen Asthma-Subtypen (siehe 
2.2.4), deren Klassifikation anhand der Granulozytenfraktionen im induzierten Sputum 
erfolgt, fanden sich mit Ausnahme des gemischt-granulozytären Subtyps auch in unse-
rer Studie wieder. Aufgrund der Ausschlusskriterien und der Art der Patientenrekrutie-
rung wurden jedoch hauptsächlich Patienten mit milderer Symptomatik rekrutiert.  
 
 76 
Die Zusammenstellung der Subtypen liefert daher kein repräsentatives Bild für die un-
terschiedlichen Phänotypen von Asthma bronchiale. Haldar et al. fanden bei ihren 
Clusteranalysen (siehe auch 2.2.3) bei Patienten mit nicht-therapierefraktärem Asthma 
im ambulanten Rahmen fünf Cluster. Ein Asthmasubtyp zeigte geringe Entzündungsak-
tivität und wenig Symptomatik.51 Er wurde als benignes Asthma bezeichnet und könnte 
ein ähnliches Patientenkollektiv wie das paucigranulozytäre Asthma darstellen. Diesem 
Asthmasubtyp wäre in unserer Studie vermutlich ein Großteil der NEA zuzuordnen.  
Ein weiteres von Haldar et al. gefundenes Cluster mit „obese-noneosinophilic asthma“ 
kam bei uns nicht vor. Aufgrund der eher milden Symptomatik und der Eosinophilie im 
Sputum könnte spekuliert werden, dass ein Teil unserer EA dem dritten Cluster „early 
onset atopic asthma“ oder eventuell dem vierten Cluster „inflammation predominant“ 
zugerechnet werden würde. Da wir keine Clusteranalyse durchführten, ist hierüber 
keine abschließende Entscheidung möglich.  
Zytokinexpression in unstimulierten CD3+ T-Zellen 
Bei der Analyse der RNA von unstimulierten Zellen konnte in der real time RT-PCR kei-
ne Zytokin-RNA nachgewiesen werden. Vermutlich war die Zahl der Matrizen für die 
Replikation zu gering und so unterschieden sich die in einer Probe gemessenen 
CT-Werte zu stark um eine quantitative Aussage treffen zu können. Ein Grund könnte 
sein, dass unsere Methode der RNA-Isolation nicht genügend Matrizen-RNA isolieren 
konnte oder die RNA trotz sorgfältigen Arbeitens durch RNAsen degradiert wurde.  
Möglich wäre auch, dass zu wenig RNA in den isolierten CD3+ T-Zellen gebildet wurde. 
Dies erscheint insbesondere vor dem Hintergrund realistisch, dass die meisten Patien-
ten nur eine intermittierende oder milde Symptomatik aufwiesen und die Expression 
des HKG auch in den unstimulierten Zellen stets auf hohem Niveau und in ähnlichem 
Ausmaß wie bei stimulierten Zellen nachgewiesen werden konnte. Hansel et al. wiesen 
ebenfalls darauf hin, dass nur geringe Mengen Zytokin-RNA in zirkulierenden, 




Die Arbeitsgruppe konnte aber mittels quantitativer PCR die RNA nachweisen, mögli-
cherweise weil sie sich auf CD4+ TH2-Zellen beschränkte, T-Zellen aus einer größeren 
Menge Blut isolierte und so eine relevante Anzahl Matrizen für die qPCR zur Verfügung 
hatte oder weil die untersuchten Patienten eine höhere Entzündungsaktivität aufwie-
sen.52 Um aus unstimulierten Zellen verwertbare Daten zu erhalten, wäre in unserer 
Studie möglicherweise eine Präamplifikation sinnvoll gewesen. Da wir jedoch davon 
ausgegangen waren, zumindest aus stimulierten Zellen genügend RNA für die Analyse 
zu erhalten, hatten wir uns im Rahmen der Studienplanung entschieden, auf diesen 
Schritt zu verzichten. 
Im Folgenden werden daher die Ergebnisse der Zytokinexpression stimulierter 
T-Helferzellen diskutiert, wobei IL-4, 5 und 13 aufgrund der z.T. vorhandenen funktio-
nellen Zusammengehörigkeit gemeinsam erörtert werden. Die Zytokinexpression von 
IL-6, IL-10, IL-17A sowie die Ergebnisse der Gruppe der allergischen Rhinitiker werden 
jeweils separat diskutiert. 
Zytokinexpression bei allergischen Rhinitikern  
Nach Stimulation von PBMCs, die aus peripherem Blut von AR gewonnen wurden, 
konnten Movérare et al. vermehrte Expression von TH2-Zytokinen und von IL-10 im 
Überstand der Zellen nachweisen.91 Ciprandi et al. konnten in zwei weiteren Studien 
zum einen erhöhte IL-17A-Serumspiegel und vermehrt TH17-Zellen im peripheren Blut 
bei allergischen Rhinitikern mit schwerer Birkenpollenallergie nachweisen.31, 32 Xuekun 
et al. fanden in ihrer Studie bei AR in peripherem Blut erhöhte TH17- und 
γδ T-Zellfraktionen und wie Ciprandi et al. im Serum erhöhte IL-17A-Konzentrationen; 
bei positiver Korrelation zwischen IL-17A und γδ T-Zellen schlossen sie, dass am ehes-
ten γδ T-Zellen der Ursprung von IL-17A in diesem Patientenkollektiv darstellen. So-
wohl Xuekun, Movérare als auch Ciprandi et al. führten die Blutentnahmen während 
der Pollensaison durch. Wosinska-Becler et al. wiesen darauf hin, dass eine erhöhte 
Zytokinexpression am ehesten am Ende der Pollensaison messbar ist, wenn im peri-
pheren Blut eine erhöhte Anzahl sensibilisierter T-Zellen auftreten.127 Bei AR konnte im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit im Vergleich zur Kontrollkohorte keine signifikant 
abweichende Zytokinexpression nachgewiesen werden.  
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Im Gegensatz zu den oben genannten Studien wurden bei uns zum einen AR zu jeder 
Jahreszeit eingeschlossen, zum anderen untersuchten wir die Zytokinexpression 
CD3+ Zellen. Unser Ergebnis könnte also am ehesten mit einer geringeren Zahl an sen-
sibilisierten T-Zellen im peripheren Blut zusammenhängen.  
Alternativ könnten in den oben genannten Arbeiten von Xuekun, Movérare und 
Ciprandi et al. nicht-CD3+ PBMCs oder andere Zellen Ursprung der nachgewiesenen 
Zytokine sein. Dies erscheint vor dem Hintergrund der bereits dargestellten Studiener-
gebnisse jedoch eher unwahrscheinlich.  
Expression der TH2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 bei eosinophilen und nicht-eosinophilen 
Asthmatikern 
Die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 nehmen hinsichtlich der Steuerung des Immunsystems 
im Hinblick auf die Ausprägung von TH2-Immunität eine zentrale Rolle ein. Sie werden 
hauptsächlich von T-Zellen sezerniert und orchestrieren unter anderem die Differen-
zierung von TH2-Zellen, Induktion eines Immunglobulinklassenwechsels hin zu IgE, so-
wie die Chemotaxis und Differenzierung von eosinophilen Granulozyten (siehe 2.3.1).  
In Kapitel 2.4 wurde bereits die Arbeit von Hansel et al. erwähnt, in der Studie wurde 
die Zytokinexpression CD4+ T-Zellen nach Isolation aus peripherem Blut von Atopikern 
und Nicht-Atopikern mittels Microarrayanalyse verglichen. Ein Großteil der Probanden 
der Studie aus beiden Kohorten waren Asthmatiker. IL-4, IL-5 und IL-13 konnte in die-
ser Studie auf RNA-Ebene bei Atopikern erhöht nachgewiesen werden.52 Eine Vielzahl 
von weiteren Studien zeigte bereits den Zusammenhang zwischen Asthma bronchiale 
und der Expression dieser Zytokine, unter anderem konnte in bronchialen Biopsien, 
bronchoalveolärer Lavage (BAL) und im Serum von Asthmatikern die erhöhte Expressi-
on von IL-4, IL-5 und IL-13 festgestellt werden.30, 60, 68, 129  
Die Expression von IL-4 wurde in unserer Studie nur auf Proteinebene im Überstand 
mittels CBA nach Stimulation der CD3+ T-Zellen untersucht, hierbei konnten keine sig-




Ein positiver Prick-Test war bei uns, im Gegensatz zur Arbeit von Hansel et al., zwar 
kein Ausschlusskriterium für die Kontrollkohorte, doch auch nach Herausnahme der 
prickpositiven Kontrollen aus der statistischen Analyse konnte kein Unterschied in der 
Zytokinexpression festgestellt werden (Daten nicht dargestellt). Gründe für die abwei-
chenden Ergebnisse und Unterschiede zwischen den beiden Arbeiten wurden zum 
Großteil im Unterkapitel „Zytokinexpression in unstimulierten CD3+ T-Zellen“ oben be-
reits ausgeführt. Zusätzlich ist noch zu erwähnen, dass Zytokinexpression auch 
posttranskriptionell reguliert wird, deshalb müssen Messungen auf RNA- und Protein-
ebene nicht zwangsläufig korrelieren. Bei IL-4 spielen gerade bei Asthma bronchiale 
unterschiedliche, posttranskriptionell regulierte Proteinvarianten mit unterschiedlicher 
Produktionskinetik eine Rolle.82 Zur fortgesetzten Erforschung der Funktion der einzel-
nen Varianten beim eosinophilen und nicht-eosinophilen Phänotyp müssten diese Va-
rianten genauer betrachtet werden.  
Bei der Messung von IL-5 fanden sich wie vermutet in unseren Analysen bei Asthmati-
kern erhöhte Proteinkonzentrationen im Überstand, die Unterschiede waren in der 
ANOVA signifikant. Die Zahl der Proben bzw. die gemessenen Unterschiede waren aber 
nicht groß genug um in der post-hoc Analyse einen Unterschied zwischen den 
Asthmatikerkohorten und der Kontrollgruppe als signifikant zu bewerten. Die Ergebnis-
se der quantitativen PCR zeigten keine signifikanten Unterschiede. Im Gegensatz zur 
CBA war die Probenzahl bei der qPCR geringer, weil bei einigen Proben die 
RNA-Ausbeute zu gering ausfiel und so keine qPCR durchgeführt werden konnte. Bei 
der Analyse von IL-5, und wie weiter unten aufgeführt auch von IL-13, konnten signifi-
kante Unterschiede also auch nach Stimulation der CD3+ T-Zellen nicht in dem erwarte-
ten und in der Studie von Hansel et al. auf RNA-Ebene bereits gezeigten Maß darge-
stellt werden. Neben den oben bereits genannten Unterschieden besteht eine weitere 
wichtige Abweichung von der vorliegenden Arbeit gegenüber der Studie von Hansel et 
al. darin, dass unsere Patienten auch gegenüber ICS seit 3 Monaten steroidnaiv sein 
mussten, was zu einem hohen Anteil von Patienten mit geringer Krankheitsaktivität 
und konsekutiv möglicherweise niedrigerer Zytokinexpression in unserer Studie führte.  
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Wegen der geringen Unterschiede in der Zytokinexpression zwischen den Kohorten in 
unserer Studie hätte vermutlich eine größere Anzahl an Probanden eingeschlossen 
werden müssen, um signifikante Unterschiede in der Zytokinexpression zu ermitteln.  
In der vorliegenden Arbeit zeigten sich auf Proteinebene erhöhte 
IL-13-Konzentrationen im Überstand aktivierter CD3+ Zellen bei EA im Vergleich zu der 
Kontrollkohorte und den NEA. Auf RNA-Ebene fand sich bei EA eine höhere IL-13 Ex-
pression als bei NEA. Auch diese Daten erreichten – wie oben erwähnt vermutlich auf-
grund der zu geringen Probandenzahl – keine statistische Signifikanz.  
Trotzdem unterstützen sie mit Einschränkungen gemeinsam mit den Ergebnissen der 
IL-5-Expression die Hypothese, dass bei nicht-eosinophilem Asthma weniger eine 
TH2-gewichtete Immunantwort im Vordergrund steht als bei Asthma mit eosinophiler 
Entzündung. Alternativ könnte bei den in unsere Studie eingeschlossenen NEA eine 
geringere Krankheitsaktivität vorliegen als bei den EA (siehe Unterpunkt „Phänotypisie-
rung“) und deshalb eine geringere Zahl sensibilisierter T-Zellen mit niedrigerer Expres-
sion der proinflammatorischen Zytokine IL-5 und 13 in der Peripherie zu finden sein. 
Zusammenfassend konnten bei der Messung von IL-4 im Überstand aktivierter 
T-Lymphozyten zwischen den Kohorten kaum Unterschiede gezeigt werden. Bei EA war 
die Expression von IL-5 und IL-13 graduell stärker ausgeprägt als bei NEA und beide 
Kohorten produzierten tendenziell mehr von den beiden Zytokinen als die gesunde 
Kontrollkohorte. Insbesondere im Vergleich zwischen den Asthmatikerkohorten und 
den gesunden Kontrollen wäre jedoch zu erwarten gewesen, dass diese Unterschiede 
signifikant ausfallen. Mögliche Gründe für die geringen Unterschiede lagen u.a. in un-
serem strengen Konzept, das Patienten mit geringer Krankheitsaktivität in der Rekru-
tierung faktisch bevorzugte. Bei damit einhergehender, verringerter Expression von 
proinflammatorischen Zytokinen, hätte eine größere Zahl von Versuchspersonen mög-
licherweise zu Signifikanz geführt.  
In der vorliegenden Arbeit wurden zudem im Gegensatz zu vielen anderen Studien 
statt CD4+ T-Zellen CD3+ untersucht, unter der Annahme, dass möglicherweise 
nicht-CD4+ T-Zellreihen, wie z.B. NK T-Zellen und CD8+ T-Zellen, im peripheren Blut 
vorhanden sind und zur Pathogenese von Asthma bronchiale beitragen.  
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Im pulmonalen Kompartiment wurde auf deren Bedeutung z.B. von Cho et al. bereits 
hingewiesen.28 Aus den Ergebnissen unserer Arbeit kann nicht geschlossen werden, 
dass TH2-Zytokine in relevanter Quantität von diesen Zellen beigetragen werden, bzw. 
die entsprechenden Zellen in der Peripherie überhaupt vorhanden sind. Für eine wei-
tergehende Beurteilung dieser Fragestellung müssten diese Zellen aus peripherem Blut 
gesondert isoliert und betrachtet werden. 
Angesichts der großen Varianz der Zytokinexpression, sowohl auf RNA- als auch auf 
Proteinebene innerhalb der Kohorten ist des Weiteren nicht auszuschließen, dass eine 
relevante Expression bei Patienten mit in unserer Kohortierung nicht berücksichtigtem 
Asthmasubtyp stattgefunden hat. In diesem Fall würde eine andere Klassifikation, z.B. 
nach endotypischen Gesichtspunkten, möglicherweise signifikante Unterschiede in der 
Zytokinexpression von T-Zellen aufzeigen können. 
Diskussion der Zytokinexpression von IL-6 
Im Blutserum von Asthmatikern konnten in bereits erfolgten Studien z.B. bei 
Yokoyama et al. erhöhte Spiegel von IL-6 nachgewiesen werden und Virchow et al. 
fanden insbesondere bei nicht-allergischen Asthmatikern erhöhte IL-6-Spiegel in der 
BAL; auch im induzierten Sputum fanden sich selbst bei milden Asthmatikern erhöhte 
IL-6-Spiegel.105, 119, 130 Bekannt ist des Weiteren, dass IL-6 einen wichtigen proinflam-
matorischer Botenstoff von Nichtimmunzellen darstellt, beispielsweise von Epithelzel-
len des Bronchialtraktes. Bei T-Zellen fand sich in bisherigen Arbeiten kein Hinweis für 
erhöhte Expression des Zytokins. Auch in unserer Studie fand sich kein Unterschied 
zwischen den Kohorten. Bisherige Erkenntnisse legen die Wichtigkeit von IL-6 für ent-
zündliche Prozesse, sowie TH2- und TH17-Differenzierung nahe. Die Ergebnisse der vor-
liegenden Arbeit ergaben jedoch keinen Anhalt für eine Bedeutung von IL-6 hinsicht-







Diskussion der Zytokinexpression von IL-17A 
Interleukin 17A wurde bereits mit mehreren chronisch-entzündlichen Erkrankungen in 
Verbindung gebracht. IL-17A verursachte im Mausmodell die Einwanderung von 
neutrophilen Granulozyten in die Bronchien und vermittelte dort eine steroidresisten-
te Entzündung.58, 88 Überdies scheint ein erhöhter Serumspiegel von IL-17A ein Risiko-
faktor für schweres Asthma zu sein und bei schweren Asthmatikern konnte in periphe-
ren TH-Zellen eine erhöhte Expression von IL-17A beobachtet werden.
4, 52, 55, 95 Insge-
samt ist die Funktion von TH17 und IL-17A in der Pathogenese von Asthma bronchiale 
weiterhin nicht vollständig geklärt, immunmodulatorische und proinflammatorische 
Mechanismen kommen in unterschiedlichen Situationen zum Tragen.79 Bislang wurde 
von den meisten Autoren TH17-assoziiertes Asthma jedoch zumeist mit schwerem, 
neutrophilem Asthma in Verbindung gebracht, obwohl auch bei milden Asthmatikern 
schon erhöhte IL-17A-Spiegel in der BAL nachgewiesen wurden.79 In der vorliegenden 
Studie, in der Patienten tendenziell ebenfalls eher von mildem Asthma betroffen wa-
ren, zeigten beide Asthmatikergruppen auf Proteinebene gegenüber den Kontrollen 
und den Rhinitikern erhöhte IL-17A-Konzentrationen, die Unterschiede erreichten je-
doch nur gegenüber den Rhinitikern statistische Signifikanz. Auf RNA-Ebene zeigten 
sich dagegen keine Unterschiede zwischen den Kohorten. Möglicherweise erfüllt 
IL-17A auch in der Pathogenese von mildem, nicht-neutrophilem Asthma eine gewisse 
Funktion. In einer neueren Studie konnte in bronchialen Biopsien bei Asthmatikern mit 
unterschiedlichen Schweregraden ein TH17-Endotyp identifiziert werden.
29 Spekulativ 
bleibt, ob dieser auch bei den Patienten mit erhöhter IL-17A-Expression aus der vorlie-
genden Arbeit endotypisch nachgewiesen werden könnte. 
In einer weiteren Studie von Hashimoto et al. konnte bei atopischen Asthmatikern ge-
genüber nicht-atopischen Asthmatikern in T-Zellen nach Aktivierung und Zellexpansion 
eine erhöhte Expression von IL-17A auf Proteinebene gezeigt werden.55 Atopie wurde 





Auch in unserer Studie wurde ein Prick-Test durchgeführt, hierbei wurde sowohl bei 
den meisten Asthmatikern, als auch bei den Rhinitikern und einem Teil der gesunden 
Kontrollprobanden ein positives Ansprechen dokumentiert. Wie oben dargelegt, zeigt 
sich jedoch nur bei den Asthmatikern eine erhöhte Expression von IL-17A. Demnach 
scheint die Produktion von IL-17A in der vorliegenden Studie weniger mit der 
Atopieneigung, als mit der Diagnose Asthma bronchiale an sich assoziiert. Der Unter-
schied in der Expression auf RNA -und Proteinebene ist möglicherweise durch 
posttranskriptionale Regulation der Proteinexpression und Stabilität der IL-17A-mRNA 
zu erklären. 
Unsere Ergebnisse zeigen, dass IL-17A als proinflammatorisches Zytokin mit regulatori-
schen Eigenschaften sowohl bei eosinophilem als auch bei nicht-eosinophilem Asthma 
eine Rolle spielt. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse kann daher nicht angenommen 
werden, dass IL-17A ausschließlich für die Ausprägung von nicht-eosinophilen Phäno-
typen wichtig wäre. Choy et al. diskutierten bereits, dass TH2- und TH17-Endotypen 
Überschneidungen aufweisen und bei manchen Patienten gleichzeitig auftreten.29 
Vermutlich konnten wir aus diesem Grund bei beiden Asthmatikerkohorten eine er-
höhte IL-17A-Expression nachweisen.  
Zytokinexpression von IL-10 
Das Zytokin IL-10 nimmt eine wichtige Rolle in der Regulation und Begrenzung ent-
zündlicher Prozesse ein. Dabei sind TH-Lymphozyten nicht die wichtigste Quelle für 
IL-10 sondern am ehesten alternativ aktivierte Makrophagen. Regulatorische T-Zellen 
machen nur etwa 10% der IL-10-Produktion aus, könnten aber eine wichtige Verstär-
kerfunktion einnehmen und die IL-10-Sekretion bei alternativ aktivierten Makrophagen 
induzieren.24, 73  
In Bezug auf Asthma bronchiale ergeben sich in durchgeführten Studien verschiedene 
Aspekte. Sowohl eine verstärkte Expression des Zytokins in T-Zellen als auch eine Ver-
minderung wurden bei verschiedenen Subtypen beschrieben.73, 76 In der BAL von 
Asthmatikern konnte im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden eine verringerte 
IL-10-Konzentration nachgewiesen werden, was am ehesten mit einer erniedrigten 
IL-10-Expression von alveolären Makrophagen bei diesen Patienten zusammenhängt.65  
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Lim et al. beschrieben, dass bei Asthmatikern mit einem bestimmten Polymorphismus 
im Promotor-Gen von IL-10 eine erniedrigte Expression von IL-10 in PBMCs vorlag und 
diese Patienten zu schwererer Erkrankung neigen.76 
Lee et al. untersuchten in einer Studie, in die pädiatrische, nichtsteroidnaive Patienten 
mit unterschiedlichen Asthmaschweregraden eingeschlossen wurden, die Funktion 
regulatorischer T-Zellen. In der Studie wurden CD4+ T-Zellen aus peripherem Blut iso-
liert, der Anteil regulatorischer T-Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen und 
aus den unstimulierten Zellen die RNA extrahiert. Unter anderem wurde im Anschluss 
die IL-10-Expression auf RNA-Ebene untersucht. Bei Patienten mit milder Symptomatik 
konnte eine verminderte Zahl regulatorischer T-Zellen, aber eine erhöhte Expression 
von IL-10-mRNA festgestellt werden. Bei moderat-schweren Asthmatikern, die zum 
Teil unter systemischer Steroidtherapie standen, zeigte sich jedoch die Treg –Zellzahl 
ähnlich hoch wie bei den gesunden Kontrollprobanden. Die IL-10-Expression der 
CD4+ T-Zellen zeigte sich sowohl gegenüber den gesunden Kontrollprobanden als auch 
gegenüber den milden Asthmatikern erhöht.73 Auch Hartl et al. beschrieben eine quan-
titative Verringerung regulatorischer T-Zellen bei Kindern mit Asthma bronchiale, die 
Expression von IL-10 wurde hier jedoch nicht untersucht.54 Hansel et al. fanden in der 
bereits erwähnten Studie bei Atopikern eine erhöhte IL-10-Expression gegenüber 
Nicht-Atopikern.52  
In weiteren Studien konnte ebenfalls eher eine erhöhte IL-10-Expression bei Asthmati-
kern gezeigt werden.80 Es wurde bereits dargelegt, dass eine verminderte 
IL-10-Sekretion, bzw. defektive Treg-Expansion vermutlich nicht bei allen Asthmatikern 
eine Rolle spielt, sondern bei einer Subpopulation von Asthmatikern, am ehesten bei 
schwerem, therapierefraktärem Asthma (siehe Kapitel 2.3.3). 
In unserer Studie lag die Expression von IL-10 bei Asthmatikern und insbesondere bei 
EA höher als bei den Gesunden, dies konnte sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebe-
ne bestätigt werden. Es fanden sich keine signifikanten Unterschiede in der 
IL-10-Expression zwischen EA und NEA. Allerdings zeigten sich die IL-10-Spiegel auf 
RNA –und Proteinebene bei EA tendenziell höher als bei NEA.  
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Da in unserer Studie keine Differenzierung der peripheren T-Zellen in Zellsubtypen 
stattfand, wäre es nicht ausgeschlossen, dass trotz geringer Treg-Zellzahl vermehrt IL-10 
gebildet wurde. Unser Ergebnis deckt sich daher im Wesentlichen mit den oben er-
wähnten Arbeiten von Hartl et al. und Lee et al. 
Die Ergebnisse unserer Studie legen die Vermutung nahe, dass regulatorische T-Zellen 
als Antwort auf die chronische Entzündung vermehrt zur Sekretion von IL-10 angeregt 
werden bzw. bei anderen CD3+ T-Zellen die IL-10-Expression induzieren. Passenderwei-
se zeigte sich bei NEA eine niedrigere IL-10-Expression als bei EA, möglicherweise auf-
grund der geringeren Krankheitsaktivität bei NEA. 
Zusammenfassung 
Unsere Ergebnisse konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen EA und NEA 
demonstrieren. Mögliche Gründe hierfür liegen zum einen in der geringen Fallzahl un-
serer Studienteilnehmer bei großer Heterogenität der Erkrankung und der untersuch-
ten Lymphozyten. Zum anderen ist zu vermuten, dass T-Zellen im peripheren Blut in 
vermindertem Ausmaß an der Entzündung im pulmonalen Kompartiment beteiligt 
sind, gerade im entzündungsarmen Intervall. Daher könnte die Betrachtung einzelner, 
kritischer T-Zell-Subpopulationen sinnvoll sein.  
Die Expression aller Zytokine außer IL-4 waren bei den NEA etwas geringer ausgeprägt 
als bei EA, allerdings ohne statistische Signifikanz zu erreichen. Dies deuteten wir als 
Ausdruck der geringeren Entzündungsaktivität bei NEA. Dies lässt sich sowohl an den 
klinisch erhobenen Parametern als auch am induzierten Sputum ablesen, wo einige EA 
im Vergleich zu NEA erhöhte granulozytäre Zellcounts aufwiesen. 
Unsere Ergebnisse stützen die Hypothese, dass IL-17A eine gewisse Rolle in der Patho-
genese von Asthma bronchiale einnimmt, und das nicht nur beim neutrophilen Subtyp 
nach Simpson. Es konnte nicht gezeigt werden, bei welchen oder ob dies bei allen Sub-
typen der Fall ist. Zwischen EA und NEA scheint es bezüglich der Sekretion von IL-17A 
keine Unterschiede zu geben. Auf eine vermehrte Expression von IL-6 bei T-Zellen von 
NEA oder EA fanden sich ebenfalls keine Hinweise. 
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Die erhöhte IL-10-Expression werteten wir als Ausdruck der Gegenregulations-
maßnahmen des Immunsystems bei stattfindender chronischer Inflammation. Passend 
dazu konnte bei NEA eine tendenziell geringere Expression beobachtet werden. 
In unserer Analyse der Expression der untersuchten Zytokine fanden sich bei Rhiniti-
kern keine relevanten Unterschiede im Vergleich zu der Kontrollkohorte. Letztlich wa-
ren vermutlich in der Peripherie zu wenig sensibilisierte T-Zellen vorhanden, um einen 
messbaren Unterschied nachweisen zu können. Im Gegensatz zur Arbeit von Hansel et 
al. konnten in der vorliegenden Studie keine Hinweise auf eine verstärkte Expression 
von proinflammatorischen Zytokinen bei Atopikern im Vergleich zu Gesunden gefun-
den werden. Nach den Erkenntnissen aus unserer Arbeit ist die Differenzierung von 
Subtypen anhand des Zytokinexpressionsmusters von CD3+ T-Zellen peripheren Blutes 
eher ungeeignet. Problematisch ist hierbei einerseits über den Ansatz systemischer 
Regulation in der „Peripherie“ zu diskriminieren, andererseits die unspezifische Aus-
wahl von CD3+ T-Zellen. Die gewählten Tools erscheinen nicht geeignet, zwischen NEA 
und EA zu unterscheiden, wobei offen bleiben muss, ob diese Unterscheidung tatsäch-
lich, angesichts der großen Heterogenität ihres jeweiligen Phänotyps, eine immunolo-
gisch relevante Differenzierung der Erkrankung Asthma bronchiale ist. Möglicherweise 
handelt es sich bei dem Diskriminierungskriterium nur um ein Epiphänomen und nicht 
um immunologisch relevante, unterschiedliche Phänotypen.  
Eine Differenzierung nach weiteren oder nach anderen Kriterien könnte weiterführend 
sein. Möglicherweise bietet die Analyse der durch Zytokine induzierten Gene eine Dis-
kriminationsmöglichkeit zwischen unterschiedlichen Endotypen, oder eine 
Microarrayanalyse bzw. Next Generation Sequencing (siehe auch Kapiteln 2.2.2 und 








Zytokinexpression von Asthmatikern vor und nach der Therapie mit ICS 
Da Glukokortikoide im Allgemeinen immunsuppressive Eigenschaften haben, wäre 
unter der Therapie eine verminderte Expression der proinflammatorischen Zytokine zu 
erwarten gewesen. IL-10 dagegen wird durch GCs induziert und könnte im Verlauf 
vermehrt exprimiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurde therapeutisch 
Ciclesonid verordnet und über 8 Wochen appliziert. Bei Aufnahme der ICS in den sys-
temischen Kreislauf wird es schnell in der Leber metabolisiert und soll überdies als 
Prodrug nur in der Lunge aktiviert werden; die orale Bioverfügbarkeit scheint zudem 
gering zu sein.66, 84, 114 Eine Veränderung der Zytokinexpression wäre daher eigentlich 
nur bei Wirkung der ICS auf die lokalen T-Zellen im pulmonalen Kompartiment und 
nennenswerter Migration dieser Zellen in den systemischen Blutkreislauf zu erwarten. 
Andererseits könnten ICS durch eine Veränderung der Inflammationssituation im Lun-
genkompartiment zu einer veränderten Zytokinexpression des gesamten Immunsys-
tems führen. 
Bei der Expression der Zytokine IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 und IL-17A zeigten sich keine sig-
nifikanten Unterschiede vor und nach der Therapie mit ICS. Nur bei IL-6 war bei der 
Analyse der Gesamtheit der Asthmatiker unter der Therapie auf Proteinebene ein sig-
nifikanter Anstieg nach Stimulation der CD3+ T-Zellen zu verzeichnen. Bei Betrachtung 
der einzelnen Kohorten zeigte sich auch bei den EA ein signifikanter Expressionsan-
stieg, nicht jedoch bei NEA. Bei zwei EA und einem NEA fiel der Anstieg um ein vielfa-
ches höher aus als bei allen anderen Patienten. Der Unterschied zwischen den Kohor-
ten zum Zeitpunkt V1 wies keine Signifikanz auf. Auch auf RNA-Ebene fand sich ein 
Anstieg im zeitlichen Verlauf, dieser erreichte jedoch keine statistische Signifikanz. Auf 
Proteinebene konnte unsere Arbeitsgruppe auch eine signifikante Steigerung der 
IL-1β-Produktion bei allen Asthmatikern unter Therapie zeigen (Daten nicht dargestellt, 
p = 0,01). Bei bisher durchgeführten Studien zeigte sich zumeist eine Suppression der 
proinflammatorischen Zytokine IL-1β und IL-6 unter lokaler Therapie mit GCs bei 
Asthmatikern und Rhinitikern, daher ist unser Ergebnis zunächst eher über-
raschend.33, 77  
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Rüdiger et al. konnten beispielsweise zeigen, dass inhaliertes Budesonid nach 24 h zu 
einer Reduktion der Produktion von IL-6 und IL-1β in stimulierten peripheren 
T-Lymphozyten führt; es ist daher anzunehmen, dass die immunsuppressive Wirkung 
von topischen Glukokortikoiden auch im peripheren Blut nachweisbar ist und somit 
Interaktionen zwischen Lungenkompartiment und peripheren T-Lymphozyten stattfin-
den oder die ICS z.B. durch teilweise orale Aufnahme doch systemische Wirkungen 
entfalten.106  
Ciprandi et al. zeigten, dass die Therapie über zwei Wochen mit topischem Budesonid 
in einer Studie mit allergischen Rhinitikern zu einer Reduktion der Zytokinexpression in 
nasalen Sekreten führte.33 Auch in glatten Muskelzellen führen Glukokortikoide zu ei-
ner verminderten Expression von IL-6.103 Im Gegensatz zu unserer Arbeit untersuchten 
diese und andere, bereits durchgeführte Studien die Zytokinexpression nach topischer 
Glukokortikoidtherapie von maximal zwei Wochen. Daher ist die Vergleichbarkeit sehr 
eingeschränkt, Glukokortikoide führen bei langfristiger Therapie zu Adaptationsprozes-
sen und einer veränderten Zusammensetzung der Immunzellfraktionen in den ver-
schiedenen Kompartimenten.93 Desweiteren soll Ciclesonid als Prodrug, wie oben be-
schrieben, geringere systemische Wirkungen haben als das untersuchte Budesonid.84 
Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass die inhalative Therapie mit Ciclesonid über 
längere Zeit bei einem Teil der Patienten systemisch zu einem Expressionsanstieg der 
proinflammatorischen Zytokine IL-6 und IL-1β in CD3+ T-Zellen führt.  
Über die Ursachen dieses Ergebnisses muss spekuliert werden. Möglicherweise ist der 
Expressionsanstieg auf eine verminderte lokale Immunabwehr der behandelten 
Schleimhäute und daraus resultierende virale Infekte zurückzuführen. Patienten unter 
Ciclesonidtherapie leiden häufiger als gesunde Probanden unter Heiserkeit und Pha-
ryngitis.27 Klinisch und laborchemisch fanden sich zwar keine Infektzeichen, eine sub-
klinische virale Affektion der Schleimhäute könnte trotzdem Ursache des Expressions-
anstiegs von IL-6 sein. Gerade bei den drei Patienten mit den stark erhöhten Werten 




Andererseits könnte die Ciclesonidtherapie, zu einer Veränderung der Lymphozyten-
zusammensetzung im peripheren Blut führen. TH2-Zellen, die sensibel gegenüber GCs 
sind, könnten verschwinden, IL-6-produzierende Lymphozytensubpopulationen, wie 
z.B. TH17-Zellen, übrigbleiben, beziehungsweise nach Wegfall der Gegenregulation 
durch TH2-Zellen überexprimiert werden.
93 In unserer Studie zeigte sich bei den EA ein 
stärkerer Anstieg der IL-6-Expression als bei NEA. Auch wenn dieses Ergebnis statis-
tisch keine Signifikanz aufwies, könnte es auf eine stärkere Suppression von TH2-Zellen 
bei EA durch die inhalative Glukokortikoidtherapie hindeuten.  
Um dieser Hypothese weiter nachzugehen, müssten die Lymphozytensubpopulationen 
bei den Kohorten zu den unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht werden, was im 
Rahmen dieser Studie nicht unternommen wurde.  
Darüber hinaus wiesen andere Autoren, wie beispielsweise Anderson et al., bereits 
darauf hin, dass die Asthmatherapie mit ICS bei Erkrankungsbeginn die dauerhafte 
Deviation des Immunsystems hin zu TH2-Immunität verstärken würde.
6, 7 Dies scheint 
paradox vor dem Hintergrund der bereits erwähnten Suppression von TH2-Zellen durch 
GCs. Glukokortikoidbedingt würde jedoch auch der IL-12-Rezeptor herunterreguliert, 
was langfristig zu einer erhöhten Produktion TH2-assoziierter Zytokine führen würde.
6 
Es wurde diskutiert, eine Behandlung mit ICS bei Beginn der Erkrankung könne daher 
zu einer Etablierung von Asthma bronchiale führen.7 IL-6 reguliert neben der Differen-
zierung von TH17-Zellen auch die Differenzierung von TH2-Zellen und könnte bei dau-
erhaft erhöhter Expression daher ebenfalls eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der 
Krankheitsprozesse spielen.37  
Um die erhöhte Expression proinflammatorischer Zytokine in T-Lymphozyten unter 
Therapie mit ICS zu analysieren und ggf. einen Unterschied zwischen EA und NEA nach-
zuweisen, sind weitere umfangreichere Studien nötig.  
Sollten sich diese Erkenntnisse bestätigen, würde dies die Notwendigkeit der Fortset-
zung der Phänotypisierung und Findung von Richtlinien zur bedarfsgerechten Therapie 
von Asthma bronchiale weiter unterstreichen. Hierfür sprechen auch Studien wie die 
von Woodruff et al., die bereits zeigten, dass nicht alle Asthmatiker von der Therapie 
mit ICS profitieren.126  
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Es besteht Hoffnung, dass in Zukunft durch die Aufdeckung „wahrer Phänotypen“ auch 
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